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Molecules de ciblage et de liberation de composes titer apeutiques 

et leur utilisation. 

5 DOMAINE TECHNIQUE 

La presente invention se rapporte k des molecules chimeres permettant le ciblage et la 
liberation de composes therapeutiques chez des mammif&res, notamment des humains. Les 
molecules de Tinvention comprennent principalement trois segments ou domaines 

10 fonctionnels : un segment de ciblage, capable de se Her pr^ferentiellement k la surface des 
cellules cibtees, un segment therapeutique, comprenant le compost biologiquement actif, 
et un segment de liaison entre le segment de ciblage et le segment therapeutique, le 
segment de liaison etant clivable sur le site cible. L' invention concerne egalement la 
preparation de ces molecules, des interm&liaires de synthese ou domaines de celles-ci, des 

15 compositions pharmaceutiques les contenant, et leurs utilisations, en particulier dans le 
domaine pharmaceutique. Les molecules et compositions de Pinvention sont tout 
particulierement adapt6es au ciblage de cellules pathologiques engagees dans une voie" 
apoptotique, et au traitement de pathologies ou tissus associes, notamment les cancers et ; . 
T inflammation. 

20 

ETAT DE LA TECHNIQUE 

Les composes anti-tumoraux sont par principe des composes hautement cytotoxiques, qui 
sont distribues dans Tensemble de Torganisme lorsqu'ils sont administres de fa9on 

25 systemique. lis produisent des reactions secondares extremement pr6judiciables a 
l'individu. II y a done un trhs grand interet a ne distribuer ces composes anti-tumoraux que 
dans les tissus tumoraux, e'est-a-dire a cibler ces tissus grace a un vecteur sperifique. Bien 
que ce probieme de toxicite des traitements soit particulierement aigue pour le cancer, il est 
generalisable k un grand nombre de traitements dans lesquels, de fagjon generate, un 

30 minimum d'effet secondaire est recherche pour un effet therapeutique maximal* 

Differents vecteurs ont ete proposes et notamment des anticorps monoclonaux diriges 
contre des marqueurs specifiques de la surface des cellules cancereuses. lis produisent de 



ler dep6t 



to des offals cyloloxioues sur .es ceHu.es lumora.es, mais Vmplitaie de ^ effes 
dimmuer au cours du temps. P 

r^rr: rtrt " enzyme ~ r — * - - 

clbIa S e - La Pro-drogue est done distribute dans 1'ensemble a. 

(WOS7/26918; WO 98/51787). * ^ <lemandesi 

15 part, divers syslemes de baison pour )a fabricalion de pro-drogue, avec une 

possibility de ciblage ont 6tf rf^rit. . , "™gues, avec une 

(WO98/001731 J r * ^ 6XemP ' ° n ^ ^ HaiSOnS ^-amides 

(WO98/00173), des haisons elivables par la cathepsine B (W098/56425) et d e < r • 
cinnamates (US200201 87992). vvuy«/56425) et des liaisons 

20 Cependant.aexistetoujoursunfortbesnin^^i' i 

loxim.es permettan. uu cm.^ ZZ^T^"'™^***"**''* 

wuiage ainsi qu une activation specifiaue d'utip «r« 

site pa.ho.osloue. Ce s^e ^ de ^ ,a dose JalT ^ d 1, ° " 
l-efficaei^eldedirnlnuerleser^seoondalres. ^ «*«<•— to. 

25 

EXPOSE DE L'INVENTION 

de la presente invention est de foumir des mo.eou.es capab.es de cib.er des lissus 
™ n une patbo^e e, d'y a*, de % on specific des compos* aux pTp H«l 
tnerapeutiques pour cette nath^^*. r> ~ propnetes 

nsques d'effets secondaires bien inferieurs. * ** 

P werence chez I homme. Dans un mode pr6fere de 
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mise en oeuvre, l'invention est basee sur le ciblage de cellules apoptotiques, grace a un 
element de ciblage ayant la propriet6 de se Her aux membranes cellulaires exprimant un 
lipide charg6 negativement, en particulier la phosphatidylserine (PS). L'apoptose, ou mort 
cellulaire programmee, est un phenomene physiologique normal, caracteristique des 
5 organismes multicellulaires et present en particulier chez I'homme. Dans les conditions 
normales, le taux d'apoptose est cependant faible et les cellules apoptotiques sont tres vite 
phagocytics soit par les cellules voisines, soit le plus souvent par les cellules phagocytaires 
professionnelles comme les macrophages ou' les cellules dendritiques. En outre, les sites 
apoptotiques sont souvent tres disperses et ne presentent aucune synchronisation. De ce 
1 0 fait, l'apoptose physiologique est gen6ralement indetectable. 

L'apoptose est signalee aux cellules phagocytaires par la presence de PS a la surface des 
cellules apoptotiques, resultant de la perte de l'asymetrie de leur membrane plasmique. La 
presence d'apoptose detectable est le signe d'un desordre physiologique ou les fonctions 

15 phagocytaires sont debordees et incapables de faire face a l'accroissement des cellules a 
eliminer. Des exemples bien connus de tels desordres sont par exemple l'apoptose du 
muscle cardiaque apres un infarctus ou l'apoptose hepatique a la suite d'une infection 
virale forte ou d'autres affections a caractere aigu. Des cellules en apoptose sont egalement 
presentes dans d'autres tissus ou mecanismes pathologiques, tels que 1' inflammation et le 

20 cancer. 



D'autre part, lorsque le tissu pathologique contient peu ou pas suffisamment de cellules 
cibles capables de retenir massivement les molecules therapeutiques de l'invention, celles- 
ci peuvent etre utilisees en combinaison avec un agent ou un traitement causant ou 

25 favorisant l'apoptose au sein du tissu pathologique afin d'augmenter le benefice 
th6rapeutique. Par exemple, certains tissu cancereux « jeune » (e.g., de petite taille ou non- 
m6tastases) ne contiennent pas toujours une quantite importante de cellules en apoptose, 
compte tenu de leur division rapide. Dans ce cas, un agent favorisant l'apoptose (par 
exemple un anti-tumoral classique) peut Stre utilisS en combinaison avec les mol6cules de 

30 l'invention, du moins au debut du traitement, pour augmenter l'efficacite therapeutique. 

L'avantage de cibler les cellules apoptotiques de 1'environnement tumoral, plutot que de 
cibler des marqueurs specifiques de la surface des cellules tumorales (par exemple, grace a 
des anticorps monoclonaux), reside dans l'effet ciitetique H6 a l'administration du compose 



r*™" : ^ " ^ ^ I,aOHOn dU ^ « est adminisW de 

%or .continue, prrahn, rate auction de la « done de ,a concent 

effete dud.t compel thraupeutique dans l-environ„emen, tumoral alors q ue dans ,e 

second cas, ,a Uulle de la «cible» a tendance a dinner ainsi que ,a concent 

5 effective du compose thfcapeutique. Ce. effe, cumulatif resultant du cib.age des cellules 

apoptotiques est ega.en.ent ties important pour ,e contirae des raapes mUm de la 

metastase en maintenan, one concentration optimale du compose therapeunque dans les 

Phases finales de regression de la tumeur. La diminution forte de .a dose effective de 

compose anu-tumoral e, sa forte locaiisation daus ,a region iumorale a bien sur aussi p„„r 

10 effetde reuu.recons.dtoblement les effete toxiques secondares sur le patient. 

Les monies de .'invention permanent done de cibler difKrents tissus pamologiques e, 
d y Uberer un agent rn.rapeu.ique on biologiquemen, acfif in situ, rfdui sant « leur 
effets cytotoxiques indfairablea sur les tissus sains 

15 

Un premier objet de IMnventira, reside done dans des moMcules chimraes cranprenan, one 
rfgrnn de cblage, une r^ion active et une region de liaison sensible a Penvironnement 
d un bs d ^ u ^ ^ ^ ^ ^ 

20 ZL I 06 " 1 " 165 OT apop,ose - 13 r4gion — - - «*- 

20 U.erapeutiqne, tvptquemetrt arm-cancer ou ann-inflammatoite. Le compose 
^peutique es, foment moins acfif lorsqu-il es, dans la forme d-une rnolLe 
clumere de l'mvaition, que sous une frame libre. 

Un autie obje, de .'invention concede une composition pharmaceufique comprenan, we 
25 molecule chimfae telle que definie ci-avant 

Un autie objet de ,-invention concente .-utilisation des m„,ecu,es de ciblage telles que 

30 I T7" ^ m<diCameD,S ° U es. invention' 

30 es, tihsab.e notamraen, ^ Ie de ^ ^ ^ 

bemalopraenques, en particulier de canceta du sein, du poumon, de 1-in.esfin. du colon, de 
prostate, du cerveau, tete-et^ou, du frae, de la peau, ,e lymphrane, le melanome, etc 
Lraaque ,e compose m 4 raper,fi,ue est un anu-inflammatoire, ,es moires selon 
.mvention peuvent te utilisfes ^ „ fc 
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traitement de pathologies inflammatoires aigues ou chroniques comme l'asthme, la 
rectocolite h6morragique, la maladie de Crohn, le choc septique, les maladies du collagene 
et Parthrite. 

5 Un autre objet de l'invention concerne Tutilisation des molecules de ciblage telles que 
d6finies ci-avant pour la d&ivrance locale de principes actifs dans le voisinage de tissus 
pathologiques chez des sujets. 

La pr6sente invention concerne en outre des m&hodes de traitement d'une pathologie chez 
10 un sujet comprenant V administration d'une molecule ou d'une composition telles que 
d6finies ci-avant. De preference, la pathologie concemee est un cancer ou une 
inflammation. La methode de traitement peut comprendre en outre une 6tape pr6alable 
consistant en un traitement permettant de g6nerer des cellules engag6es dans un processus 
d'apoptose dans le tissu pathologique. Elle concerne egalement des methodes de delivrance 
15 locale de principes actifs dans le voisinage de tissus pathologiques chez des sujets, 
comprenant T administration d'une molecule ou d'une composition telles que d6finies ci- 
avant . 

Ces differents aspects de Tinvention seront decrits plus en details dans la suite du texte. 

20 

MOLECULE DE CIBLAGE ET DE LIBERATION DE COMPOSE THER APEUTTOT JE 

Comme indique prec^demment, les molecule de I'invention comprennent typiquement 
trois parties ou domaines fonctionnels lies les uns aux autres, a savoir une region de 
25 ciblage (C), une region biologiquement active (A) et une region de liaison (L) sensible & 
1'environnement d'un tissu ou d'une cellule pathologique. L'agencement des differents 
elements peut varier, et notamment selon l'ordre A-L-C ou C-L-A. D'autre part, dans 
certains modes de realisation, la region (ou la fonction) L peut etre insenSe ou comprise au 
sein de l'une des regions A ou C. 

30 

De maniere plus prefer^e : 

1) Le segment de ciblage C est une molecule capable de reconnaitre ou de lier 
preferentiellement des cellules engagees dans un processus pathologique, de preference 
d'apoptose ; 
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2) Le segment de liaison L est une molecule assure i. r • 

liaison etant clivable sur le site dhu imSOn A et C > ladit * 

3) La partie a ^ 

5 

Segment d ft Cih.ap^ Q 

pa.ho.ogie, ou genres dans ee «ssu p J m «^pl, ^ " "~ « 
.0 de o ibl age C es. d e preferenee ^ de T^Z^ T & °"~ 
^ un proeessus dw^ * „ " ~ m<!mbranes des eogagees 

n^v^eo^e^C^lre. & ^ *» *»» 

Dans un premier mode de realisation vref&S U o 

« o„ gene^ dans ees nssus " ! t , " *"» «- " 

i. P TO fraitement au moyen d'un a^nt - 

■ apop,ose, par exen.p.e „„ m «.„ (cbimio ^ *™ 

Dans u„ autre mode de rfalisation prefers le semen, d. 

T U mfl ~ re * e " '« <*- nouses ,ui a^Td 

ussus et y nieurent par apontose aceumulent dans ces 

ou ^uir^d^r^ m<me si me — - 

«clue 4, vivo. La Haison „** « „ * "* peUt Stre totate >«t 
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proteine, un polypeptide ou peptide, naturels ou synth6tiques, modifies ou non. La 
propriete commune de ces elements est de pouvoir se Her de maniere prSffcrentielle a des 
cellules caract6ristiques de situations pathologiques et, dans un mode plus pr6fere, aux 
membranes cellulaires exposant des lipides charg6s nSgativement, notamment la 
5 phosphatidylserine. D'une fa<?on g6n£rale, la pr6sente invention prSvoit Putilisation de 
toute proline, fragment ou derive de proline repondant k ce critdre. 

II existe plusieurs families de proteines capables de se Her aux membranes exposant des 
lipides charges nSgativement On peut citer notamment la famille des Annexines, les 

10 families de proteines comportant un domaine CI ou C2, telles que les facteurs V et VIII de 
la coagulation sanguine ; les families de prolines comportant un domaine PH ou un 
domaine FYVE ; ou encore les prolines comportant un domaine identique ou homologue 
du domaine 5 des p2-Glycoproteines-I (pGP-I). Ces prot&nes, ou des domaines issus ou 
derives de leurs sequences peuvent etre utilises comme element de ciblage dans les 

15 molecules chimdres de Pinvention. Pour des raisons d'immunogenicite, on choisit de. 
preference la version humaine de ces prolines ou domaines de proteines. De plus, il 
convient chaque fois que cela est possible, de s&ectionner et d'utiliser le plus petit 
domaine actif de ces proteines afin d' assurer la meilleure diffusion de la motecule au 
travers de la micro-vascularisation vers les tissus cibles et surtout une meilleure bio- 

20 distribution et elimination par la voie r6nale. 

Dans un mode de mise en oeuvre particulier de la presente invention, Pelement de ciblage 
comprend une sequence peptidique derivSe des proteines ou fragments de proteines 
mentionnes plus haut. Ces derives pr6sentent au moins 50 % d'identite avec les proteines 
25 initiales ou les fragments de celles-cL De preference, ils presentent 60 %, 75 %, 90 % ou 
95 % d'identite. Certains des domaines de proteines mentionnes, notamment les domaines 
PH et FYVE, peuvent par ailleurs etre mutes de fa$on a modifier leur sp6cificit6 lipidique 
pour les adapter aux besoins precis du ciblage de cellules en phase apoptotique. 

30 Le segment de ciblage C peut contenir un ou plusieurs sites de liaison au segment L. La 
presence de plusieurs sites presente Pavantage de pouvoir distribuer plusieurs molecules 
thSrapeutiques A en une seule fois et d'augmenter dans les memes proportions la 
concentration de A dans Penvironnement des tissus touches par la pathologie concernee. 
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C-(L-A) n ou(A-L) n -C ou n£l ( F l). 
(CO) m -(L-A) n ou (A-L) n -(C0) m (F2) 

ou un denve de celle-ci. L'annexine d'origine numaine est ^^2*1 

Salon una premiere varianta specific da ,'invention, la savant da ciblaga C comorend 
undername detypeCl ou C2, un fragment ou un derive da calui-ci Plu !! 
l'invantion conceme das segments da cihW n Particuheremant, 

rye j> ft , lbIageCTOm P renant las6quenced'undomaineri 
25 d'un facteur de coagulation -r. 011 "omaine CI 

coagulation, un fragment ou un derive de calui-ci. De facon alternative 

factcur VIU human, de Ia m ^ ^ ^ ^ ^ 

cuuc uc ope ci . De preference, le segment de cihla~ n 
comprend un po.^eprtde de s&JlMnce * C 

IDNo S 2-4,et6-8,ouu„ ftagm e„ tdeceIui . d . ^ ^ preference SEQ 
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Domaine de type CI dufacteur V humain de la coagulation - CIF5-S0 (F-V) sequence 
sauvage 

(SEQ ID No 1) 

DCRMPMGLST GIISDSQIKA SEFLGYWEPR LARLNNGGSY NAWSVEKLAA 
5 EFASKPWIQV DMQKEVIITG IQTQGAKHYL KSCYTTEFYV AYSSNQINWQ 
IFKGNSTRNV MYFNGNSDAS TIKENQFDPP IVARYIRISP TRAYNRPTLR 
LELQGC 

Polypeptides construits sur la base du domaine de type CI du facteur V humain de la 
10 coagulation 

C1F5-S1 (SEQ ID No 2) 

DCRMPLGMST GIISDSQIKA SEFLGYWEPR LARLNNGGSY NAWSVEKLAA 
EFASKPWLQI DMQKEVIITG IQTQGAKHYL KSCYTTEFYI AYSSNQINWQ 
IFKGNSTRNV MYFNGNSDAS TIKENQLDPP IVARYIRISP TRAYNRPTLR 
15 LELQGC 

C1F5-S2 (SEQ ID No 3) 

DCRMPMGLST GIISDSQIKA SEFLGYWWPR LARLNNGGSY NAWSVEKLAA 
EFASKPWIQV DLQKEVIITG IQTQGAKHYL KSCYVTEFYV AYSSNQINWQ 
20 IFKYNSTRNV MYFNGNSDAS TIKENQFDPP LVARYIRISP TRAYNRITLR 
LELQGC 

C1F5-S3 (SEQ ID No 4) 

DCRMPMGLST GIISDSQIKA SEFLGYWEPR LARLNNGGSY NAWSVEKLAA 
25 EFASKPWLQI DLQKEVIITG IQTQGAKHYL KSCYTTEFYI AYSSNQINWQ 
IFKGNSTRNV MYFNGNSDAS TIKENQLDPP IVARYIRISP TRAYNRPTLR 
LELQGC 

Domaine de type CI dufacteur VIII humain de la coagulation - C1F8-S0 (F-V) sequence 
30 sauvage 

(SEQ ID No 5) 

KCQTPLGMAS GHIRDFQITA SGQYGQWAPK LARLHYSGSI NAWSTKEPFS 
WIKVDLLAPM IIHGIKTQGA RQKFSSLYIS QFIIMYSLDG KKWQTYRGNS 
TGTLMVFFGN VDSSGIKHNI FNPPIIARYI RLHPTHYSIR STLRMELMGC 

35 

Polypeptides construits sur la base du domaine de type CI dufacteur VIII humain de la 
coagulation 
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C1P8-S1 (SEQ ID No 6) 

KCQTPMGLAS GHIRDFQITA SGQYGQWAPK LARLHYSGSI NAWSTKEPFS 
WLKI DLLAPM IIHGIKTQGA RQKPSSLYIS QYIIMYSLDG KK»™ S 
TGTLMVFFGN VDSSGIKHNI FNPPIIARYI RLHPTHYSIR STlIlLc 

C1F8-S2 (SEQ ID No 7) 

KCQTPMGLAS GHIRDFQITA SGQYGQWAPK LARLHYSGSI NAWSTKEPFS 
WIKVOLLAPM IIHGVKTQGA RQKPSSLYIS QFIIMYSLDG KKWQTYRYNS 
TGTLMVFFGN VDSSGIKHNI FHPPLIARYI RLHPTHYSIR STLM1ELMGC 

C1F8-S3 {SEQ ID No 8) 

3™ GHIRDFQITA SGQYGQWWPK LARLHYSGSI NAWSTKEPFS 
WLKIDLLAPM IIHGIKTQGA RQKPSSLYIS QFIIMYSLDG KKWQTYRGNS 
^ TGTLMVFFGN VDSSGIKHNI FNPPLLARYI RLHPTHYSIR STL^Gc 

Dam „„ autre mode ^ de r6alisationi fa 

C co mpre „ d un po.« de ^ choice pami SEQ ID NosSM6 <te 

(SEQ ID No 9) 

CSTPLGMENG KIENKQITAS SFKKSWWGDY WEPFRARLNA QGRVNAWQAK 

przr dlikikkita iiiqgcksls ™™ 

IZZZ° KIFEGNTNIK " SRFIRV - *™™ 



C2F5-S1 (SEQ ID No 10) 

CSTPLGMENG KIENKQITAS SpKKSWWGDY WEPFRARLNA QGRVNAWQPK 
ANNNKQWLEV DLLKIKKITA VITQGCKSLS SEMYVKSFTI HYSEQGVEWK 
35 LE™ — RISRFIRVIP KTWn" 



C2P5-S2 (SEQ ID No 11) 



11 

CSTPLGIENG KIENKQITAS SFKKSWWGDY WEPFRARLNA QGRVNAWQAK 
ANNNKQWLEM DFLKIKKVTA VITQGCKSLS SEMYVKSFTI HYSEQGVEWK 
PYRLKSSMVD KIFEGNTNTK GHVKNFFNPP IISRFIRQIP KTWNQSI TLR 
LELYGCDIY 

5 

C2F5-S3 (SEQ ID No 12) 

CSTPLGIENG KIENKQITAS SFKKSWWGDY WEPFRLRLNA QGRVNAWQAK 
ANNNKQWAEM DLLKIKKITA IITQGCKSLS SEMYVKSYTI HYSEQGVEWK 
PYRLKSSMVD KIFEGNTNTK GHVKNFFNPP IITRFIRVIP KTWNQSITIR 
10 LELFGCDIY 

Domaine de type C2 dufacteur VUI humain de la coagulation - C2F8-S0 (F-V) sequence 
sauvage 

(SEQ ID No 13) 

15 CSMPLGMESK AISDAQITAS SYFTNMFATW SPSKARLHLQ GRSNAWRPQV 
NNPKEWLQVD FQKTMKVTGV TTQGVKSLLT SMYVKEFLIS SSQDGHQWTL 
FFQNGKVKVF QGNQDSFTPV VNSLDPPLLT RYLRIHPQSW VHQIALRMEV 
LGC 

20 Polypeptides construits sur la base du domaine de type C2 dufacteur VIII humain de la 
coagulation 

C2F8-S1 (SEQ ID No 14) 

CSMPLGMESK AISDAQITAS SYFTNMFATW SPSKARLHLQ GRSNAWRAQV 
NNPKEWLQID LQKTMKITGI TTQGVKSLLT SMYVKEYLIS SSQDGHQWTL 
25 FYQNGKVKVF QGNQDSFTPV VNSLDPFLLT RYLRIHPVSW VHQIALRMEV 
LGC 

C2F8-S2 (SEQ ID No 15) 

CSMPLGMESK AISDAQITAS SYKTNMFATW SPSKARLHLQ GRSNAWRAQV 
30 NNPKQWLQVD FQKTMKVTGV TTQGVKSLLT SMYVKEFLIS SSQDGHQWTL 
FFQNGKVKVF QGFQDSFTPV VNSLDPPLLT IYLRIHPQSW VHQIALRMEV 
LEC 



C2F8-S3 (SEQ ID No 16) 

35 CSMPLGMESK AISDAQITAS SYKTNMFATW SPSKARLHLQ GRSNAWRPQV 
NNPKEWLQVD FQKTMKVTGV TTQGVKSLLT SMYVKEYLIS SSQDGHQWTL 
FYQNGKVKVF QGNQDSFTPV VNSLDPFLLT RYLRIHPQSW VHQIALRMEV 
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LEC 



- TJZ 7 satton - le ~ de ^ c - - »<« ~ 

5 No ItTd 50 ^ de ' We domaine 5 des PZ-aiycopmtfines-1 02OP-I) (SEQID 

5 No .7). De preference, ,e seiner, de cibrage C compreod m p„ lype p M e de s^oL 

TKASCKVPVK KATWYQGER VKIQEKFKNG MLHGDKVSFF CKWKEKKCSY 
TEDAQCIDGT IEVPKCFKEH SSLAFMKTDA SDVKPC 

15 dont la sequence generate est la suivante ■ 

J « E HSJ TO U 7 3U„J B J M J, J TDASDVJ„PC(SEQIDNol8)(S4) 
T,J72-S,T,M;U7 = L,V,I ; U9 = V,I,T ; U12-A,M;UHU15 U21 U23 im 

GPI-S1 (SEQ ID No 19) 

30 TEASCKVPVK RATWYEGER VRIQEKFKNG MLHGDKVSFF CRNRERRCSY 
TEDAQCIDGT IEVPKCYREH SMLTWWRTDA SDVKPC 

GPI-S2 (SEQ ID No 20) 

35 ZZTzZl RMTVVYEGER VEI0EKFKNG "™™F CRNRERRCSY 
35 TEDAQCIDGT IEVPKCYREH SMITWWRTDA SDVKPC 
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GPI-S3 (SEQ ID No 21) 

TKASCKVPTK KMTWYQGER VKIQEKFKNG MLHGDKISFF . CKNKEKKCS.Y 
TEDAQCIDGT IEVPKCYKEH SSLAWWKTDA SDVKPC 

5 

GPI-S4 (SEQ ID No 22) 

TKASCKVPTK KMTWYQGER VKIQEKFKNG MLHGDKISFF CKNKEKKCSY 
TEDAQCIDGT IEVPKCYKEH SSLAFWKTDA SDVKPC 

10 Dans un mode de realisation prefere, le segment de ciblage C comprend un polypeptide 
dont la sequence generate est la suivante : 
J '-J 2 -J 3 -JV-J 6 -Z 7 -U 8 -^ 

U 2 ^T 30 -J 31 -R-J 33 -J M -J 35 -^ 
J 54 -D-U 56 -K-S-Z 59 -L-J 6I -J^^ 
15 (S5) 

dans laquelle J, Z, U, X, et B represented des acides amines tels que : 

- les acides amines J sont choisis independamment les uns des autres parmi les acides . 
amin6s naturels, ou des derives de ceux-ci, de telle maniere qu'au moins 50 % d'entre eux : 
sont des residus polaires choisis parmi R, N, D, C, Q, E, G, H, K, Orn, P, S, T et Y, 

20 - les acides amines U sont choisis parmi A, C, G, I, L, M, F, W, Y, et V, 

- l'acide amine X 18 est choisi independamment des autres acides amin6s de la sequence 
parmi A, N, C, Q, G, H, I, L> M, F, S, T, W, Y et V, 

- l'acide amine B 37 est choisi independamment des autres acides amines de la sequence 
parmi R, A, C, G, I, L, M, F, W, Y, et V, 

25 - l'acide amine Z 7 est choisi independamment des autres acides amines de la sequence 
parmi D et E, 

- les acides amines Z 59 et Z 65 sont choisis independamment parmi E, D, K, et R, 
les exposants indiquant la position des acides amines dans la sequence. 

30 De preference, les acides amines J peuvent etre choisis independamment les uns des autres 
parmi l'ensemble des residus A, R, N, D, C, Q, E, G, H, I, L, K, M, Orn, F, P, S, T, W, Y, 
et V, et de telle maniere qu'au moins 50 % d'entre eux sont des residus polaires choisis 
parmi R, N, D, C, Q, E, G, H, K, Orn, P, S, T. 

35 Differentes combinaisons de residus U et B sont donnees dans le tableau 1 ci-dessous : 
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A titre d'exemple, le peptide de formule SI peut etre av*nt» 

general de 1 a 10 ^ 7 ' ^ de 1 ^ 15 ^ides amines, en 

permettant la fixation au segment L Ce»^ , P6ptide 

egalement d'environ 4 acides mrinfe k • , Q "' P6Ut 6tre 

quelconque. ou Aa est un acide amine 



Ces sequences de fonctionnalisation sent avantageuses en ee „„•.■■ 
20 pa, inject one* Pho mn e a dose ^ de suiwe pa^^ Z ^ 
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Par ailleurs la sequence SI peut etre dupliqu6e au sein d'un raeme peptide pour produire 
line molecule pr6sentant une affinity encore plus 61evee pour les sites apoptotiques. 

5 Segment de Liaison L 

Le segment L est une molecule de liaison clivable sur le site cible, et reliant la partie A et 
la partie C. Le segment L peut etre toute molecule ou liaison chimique, de type covalent, y 
compris des molecules en partie ou totalement de nature peptidique, modifiee ou non, 
10 naturelle ou non. Le segment L contient avantageusement une fonction chimique reconnue 
et clivable dans l'environnement du tissu ou des cellules pathologiques, par exemple par 
une enzyme ou un ensemble d'enzymes sp6cifiques de Penvironnement des cellules 
cibl£es. 

15 La presence, entre les parties A et C, du segment de liaison L clivable preferentiellement 
dans l'environnement des cellules ciblees permet une liberation locale et ciblee du principe 
actif et confere aux molecule de P invention un comportement de type pro-drogue cibl<§e, '* 
En effet, la molecule est peu active tant qu'elle ne reside pas dans Penvironnement des " 
cellules ciblees poss6dant les enzymes ou autres facteurs de clivage. 

20 

Le segment de liaison L peut etre simple ou ramifie. L'interet d'une ramification est de 
pouvoir amener et distribuer plusieurs molecules therapeutiques avec une seule molecule 
de ciblage C. Dans ce mode de mise en oeuvre, la structure generate du segment de liaison 
est done L = D(L0) n , ou D est un element de ramification, n est un nombre entier 6gal ou 
25 superieur a 1 (correspondant au nombre de bras que comporte la ramification), et L0 est le 
lien proprement dit 

II en decoule que le compose faisant Pobjet de la presente invention possede Tune des 
deux formules generates suivantes selon Pordre dans lequel se succedent les differentes 
30 parties : 

C-D-(L0-A) n (F4A) 

(A-L0) n -D-C (F4B) 



i fcjr aepot 



et en particular de nature peptidique. wumique, 
Dans un mode de mise en oeuvre prefere le seemenf I ,• 

notamment dans l'envahissement w~ *• . mflammatoire et 

pro-drogues simples ont deja ete concues „ \ ^ DeS 

d'accumulation de la pro-droeue ^ *, llnya P as 

pxo urogue au sem du tissu canctSrenv r», . . 

contraire, dans la presente mv«,«n <*ncereux ou mflammatoire. Au 

<uis xa presente invention, on propose un moyen d'accumuler le ™-W 

dc vec^ation-activation de «^ JZT " Wi ~ 

— . *» au 4t« ~:::;:r: M r atoircs - c * 

— . * — ,, rfc ^ ; r^rrrr :::: 
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secondares, et restreindre Taction du medicament au seul tissu interessant, c'est a dire 
augmenter son efficacite. 

Le segment de liaison clivable L (ou LO) est done un lien au moins partiellement 
5 peptidique comportant une sequence reconnue et clivee par une protease intervenante 
majoritairement presente dans le tissu cible; Le Hen L ou LO peut done Stre represent 
comme comprenant deux parties, L1-L2, conges de telle sorte que les proteases 
intervenantes clivent la liaison peptidique du lien entre LI et L2 et que la molecule liberee 
L2-A ou A-Ll, selon les molecules choisies, soit une molecule active au plan 
10 therapeutique, de preference au moins autant que la molecule initiale A. La longueur des 
parties LI et L2 peut etre optimisee en fonction de l'accessibilit6 necessaire au site actif 
des proteases intervenantes, avec la contrainte de limiter autant qu'il se peut la taille finale 
de la molecule finale pour les raisons evoquees plus haut. Pour tenir compte de toutes les 
possibility associees a la structure finale du compose therapeutique, A-L-C ou C-L-A, la 
15 structure la plus generate proposee pour le lien Lest la suivante: 
L = D-(L1-L2) n (F5A) 
L=(L1-L2)„-D (F5B) 
ou D, LI , L2 et n ont la definition donnee plus haut. 

20 La liaison entre les differents elements fonctionnels des molecules de l'invention peut etre. 
realisee par toute methode de couplage chimique, enzymatique ou genetique connue en soi 
de l'homme du metier. Ainsi, il peut s'agir de liaisons chimiques, peptidiques, nucleiques, 
etc. Les groupements peuvent etre couples entre-eux par des liaisons maleimides, 
succinimide, interne, biotine, amine, amide, carboxyliques, phosphate, ester, ether, etc. 

25 

Dans une variante de l'invention, le lien L est li6 a la molecule C (et/ou A) par un groupe 
maleimide, connu pour sa reaction rapide et totale avec un groupe thiol porte par un residu 
cysteine accessible du segment de ciblage C (et/ou de la molecule A). 



30 Dans une autre variante, le lien L est lie a la molecule C (et/ou A) par reaction du groupe 
carboxylique terminal du peptide L avec un groupe amino porte par le segment 
therapeutique A (ou de ciblage C). 
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Dans une autre variante de realisation, le segment de liaison L est couple a l'extremite C- 
terminale (dans le cas d'une molecule H 2 N-L-A) ou N-terminale (dans le cas d'une 
molecule A-L-COOH) du segment C au moyen d'une inteine. L'interet de ce mode de 
construction de la molecule finale, par rapport au mode precedant utilisant une liaison par 
5 groupe maleimide, est qu'il preserve la possibility de disposer d'une cysteine libre dans la 
molecule, pour une autre fonctionalisation ou pour un radio-marquage eventuel pour le 
suivi du medicament. II y a en effet un grand interet therapeutique a pouvoir suivre et 
contrdler au moyen de rimagerie la bio-distribution et la cinetique de cette bio-distribution 
pour ce type de medicament cible. 

10 

Dans certains modes de realisation, le segment L (ou la fonction de clivage) fait partie de 
l'element C ou A. II peut s'agir par exemple d'une extension N-terminale ou C-terminale 
du segment C ou A, notamment lorsque ce dernier est de nature peptidique. 

15 Les mol6cules de l'invention peuvent etre assemblies en une ou plusieurs etapes, selon les 
techniques de couplage mises en oeuvre. Ainsi, une molecule de type C-L peut etre realisee 
dans un premier temps, puis couplee avec une ou plusieurs molecules therapeutiques A. 
Alternativement, lorsque les liaisons entre les segments fonctionnels font appel a des 
reactions chimiques differentes, une synthese ou un assemblage simultanee sont possibles 

20 

Etant donnee la taille du segment de liaison (generalement de environ cinq a environ vingt 
residus, pour un segment de nature peptidique), la version purement peptidique du lien L 
est de preference obtenue par synthese directe, en utilisant notamment les synthetiseurs de 
peptides courants et les m6thodes classiques de synthese, notamment en phase solide. 

25 L'avantage de la synthese directe du lien est qu'elle autorise l'utilisation de residus 
aminoacides non naturels permettant ainsi une meilleure adaptation de la sequence aux 
proteases intervenantes. Cette sequence de reconnaissance peut en outre Stre modifiee par 
rapport a la sequence naturelle de reconnaissance par une enzyme ou un facteur de clivage, 
par exemple pour lui conferer une meilleure affinite ou specificite envers la protease en 

30 question. 

La longueur du segment de liaison peut etre adaptee par I'homme du metier en fonction 
des besoins et de la nature des segments C et A. De maniere generate, on utilise un 
segment de liaison assez court et essentiellement non immunogene. II s'agit typiquement 
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d'un segment de nature peptidique comprenant de 3 a 20 residus d'acides amin6s, de 
preference de 3 a 15, encore plus preferentiellement de 4 a 12. Dans certains cas, comme 
indiqu6 ci-apres, il peut Stre interessant de modifier la longueur du segment L, notamment 
pour eloigner la partie peptidique du segment C ou A, ou pour creer des molecules a 
5 fonction particuliere (penetration dans la cellule, action sur cellules voisines, etc.). 

Ainsi, il peut y avoir avantage a ce que le lien L ou LO contienne une partie d'espacement 
pour eloigner le site de clivage (et la partie peptidique) du segment de ciblage C. Dans ce 
cas L ou LO peut prendre l'une des deux structures suivantes : 
10 L'l-L"l-L2 (F6A) 
Ll-L"2-L'2 (F6B) 
ou, dans l'un et 1' autre cas : 

- L'l est un groupe d'espacement non-peptidique et L"l la partie peptidique proprement 
dite ; 

15 - L'2 est un groupe d'espacement non-peptidique et L"2 la partie peptidique proprement 
dite. ; 

Le groupe d'espacement non peptidique peut Stre choisi parmi toute molecule chimique. 
synthetique, de preference stable chimiquement et peu immunogene. II peut s'agir . 
20 notamment d'un polymere, par exemple de type polyoxyethylene, dextran, 
polyethyleneimine, etc. Un exemple pr6fere est le polyoxyethylene, fonctionnalise ou non. 
Dans les formules ci-dessus, L"l-L2 et Ll-L"2 peuvent representer le meme peptide. Par 
ailleurs, le nombre de residus des segments peptidiques L"l-L2 ou Ll-L»2 peut varier de 
quatre a plus de vingt, la valeur optimale etant de l'ordre de six. 

25 

Dans un exemple particulier de mise en ceuvre, le segment de liaison clivable repond a la 

formule suivante : 

L (ou LO) = -(CH2-CH2-0) m -(CH 2 )„-CO-L"l-L2 (F7A) 
L (ou LO) = Ll-L"2-NH-(CH 2 ) n -(OCH 2 -CH2) m - (F7B) 
30 ou m est un nombre entier superieur ou egal a 0 et L"l et L"2 un peptide dont la 
sequence comprend au mois un site de clivage par une des proteases generalement 
presentes dans l'environnement cible. On notera que L"l-L2 et Ll-L"2 peuvent 
representer le meme peptide. Le nombre de residus des segments peptidiques L"l-L2 ou 
Ll-L"2 peut varier de quatre a plus de vingt, la valeur optimale etant de l'ordre de six. 
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On presente dans les exemples suivants un ensemble de sequences peptidiques pour L"l- 
L2 ou Ll-L"2 repondant aux divers criteres donnes dans l'ensemble du texte qui precede : 
J. n ~Jo-B,-B 2 -J3-Jc (S6) 
5 ou: 

* J-n-Jo-Bi represente indifferemment les segments L' ' 1 et LI ; 

* B 2 -J 3 --J c represente indifferemment les segments L2 et L"2 ; 

* la liaison peptidique Bj-Bj est la liaison clivee par les proteases intervenantes. 

* n et c peuvent varier de 0 a environ 10 et dependent de I'extremite choisie pour la liaison 
10 au segment A ; pour I'extremite liee & A, la valeur de n ou c sera faible et de preference 

egale a 0 (J 3 seulement present) et pour I'extremite opposee la valeur de n ou c n'est pas 
limitee et les residus correspondants seront choisis en fonction de la specificite des 
proteases intervenantes ciblees. 



15 Le tableau suivant donne un exemple d'ensemble de sequences Bi-ft reconnues et clivees 
par les differentes proteases intervenantes et utilisables preferablement pour un segment L 
clivable : 

Tableau 2 



B, 



Val/Ala/Leu/Met 



Leu/Tyr/Phe 



Ala 



Leu 



Val 



Gly 



Gly 



Gly/Ala/Asn/Glu/ 
Gln/Pro/Arg/His/Asn 
Polaires : 



Arg/Asp/Glu/Gln/Thr/Asn 
Hydrophobe : Ala 



Ala 
Asn 

Ar g 



B 2 



X 



X 



Leu 



Exemple de protease concernee 



Elastase des neutrophiles 



Cathepsine G 



Val 



Cys 



Leu/Ile 



Val 



Hydrophobes 
naturels ou non 



Hydrophobes 
naturels ou non 



Val 
Val 
Phe 



Proteinase 3 (neutrophiles) 



Collagenases : MMP-1, -2, -8, -9.-13 



MMP2, MMP-9 



MMP-3 



MMP-7 



ADAM 
ADAM- 1 7 (TACE) 



20 Les sequences J- r J 0 et J 3 -J 4 qui encadrent le site de clivage B,-B 2 interviennent dans les 
interactions du lien avec la protease visee et done sur la vitesse de la reaction enzymatique 
de coupure de la liaison B,-B 2 . Les r6sidus J-,, J 0 , h et J 4 de S5 seront avantageusement 
choisis dans les ensembles suivants : 
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J-, = residu polaire de preference 

Jo = Gly, Ala, Leu, lie, Val, Phe et tout residu aminoacide non naturel hydrophobe. 
J 3 = Gly, Ala, Leu, lie, Val, Phe 

J 4 = Gly, Ala, Leu, He, Val, Phe ou tout r6sidu non-naturel hydrophobe ou absent 

5 

Les autres residus, J-2-J-n et J5-Jc peuvent etre n'importe quel residu aminoacide naturel 
ou non naturel selon les besoins. 

D'autre part, la longueur et/ou les proprietes du segment de liaison peuvent etre ajustees, 
10 par exemple pour construire une molecule permettant au compose Iherapeutique A 
d'interagir avec ou de p6netrer dans une cellule voisine de la cellule cible sur laquelle le 
segment C la conduit. Dans ce cas, par exemple, le segment de liaison L: 

- doit etre suffisamment long pour atteindre les cellules voisines. Pour cetype 
de lien on choisit de preference un oligomere chimique, par exemple de type 

15 polyoxyethylene, comprenant un nombre suffisant de monomeres pour que la. 

longueur du lien soit d'environ 80 a 200 angstrom, typiquement de 130 a| 
150 angstrom; et/ou 

- comprend un domaine permettant ou facilitant le passage de A dans la 
membrane cellulaire et, le cas echeant, une region de clivage sensible aux 

20 enzymes intra-cellulaires. 

Dans ce mode de realisation, le hen possede avantageusement l'une des deux structures 

suivantes : 
L ou L0 = LE-LTM-L3-A (F9A) 
25 L ou L0 - A-L3-LMT-LE (F9B) 

ou LE est une partie essentiellement extracellulaire du lien, LTM une partie trans- 
membranaire et L3 une fonction ou un element clivable par les proteases ou les esterases 
intra-cellulaires (e.g., cytosoliques). 

30 La partie LE est preferentiellement suffisamment hydrophile pour permettre une 
solvatation convenable en milieu aqueux afrn d'obtenir une structure suffisamment 
etendue. 
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La partie LTM, d'une longueur au moins egale a environ 40 A, etre pr6ferentiellement 
suffisamment amphiphile pour que, d'une part, sa structure dans le milieu aqueux 
extracellulaire reste faibleraent compacte et que, d'autre part, elle puisse traverser le milieu 
hydrophobe de la membrane plasmique. 

5 

La composition chimique de LE et LMT pourra par exemple 6tre la suivante : 
LE = -[0-(CH2) p -0]- (F10) 
LMT = -[0-(CH2) q -0]- (Fll) 

ou q et p sont des nombres entiers differents de 0, q > p de telle sorte que, pour LMT, 
10 l'environnement lipidique de la membrane soit au plan energetique plus favorable que 
l'environnement aqueux. Les valeurs p = 2et5>q>3 sont pr6ferables. 

Comme indiqu6 precedemment, l'element de ciblage peut etre synthetise par des 
techniques connues en soi de la chimie ou de la biologie. L'element C-L constitue par 
i5 ailleurs un objet particulier de Tinvention. 

Segment Therap eutiqiie A 

L'invention peut etre mise en oeuvre avec tout type de mol6cule therapeutique susceptible 
20 d'etre associe au segment C. II peut s'agir de composes chimiques, de medicaments, petites 
molecules, etc.) de composes peptidiques, nucleiques, lipidiques, etc. 

D'une facon generate, le segment therapeutique A est une molecule presentant une activite 
biologique. De preference, cette activite biologique est reduite (ou inexistante) lorsque le 
25 segment therapeutique est lie aux segments de liaison L et de ciblage C. De ce fait, 
l'activite biologique s'exprime surtout dans l'environnement des tissus pathologiques, 
apres ciblage et clivage in vivo. 

Les composes therapeutiques peuvent avoir des propri6tes vari6es, dans des domaines 
30 therapeutiques varies. II peut s'agir de medicaments deja connus, ou de molecules 
nouvelles ou en developpement. H peut s'agir de composes dont le mode d'action implique 
une penetration dans les cellules ou dont l'action implique uniquement une interaction a la 
surface de la membrane plasmique. Les composes A preferes de l'invention sont des anti- 
tumoraux ou anti-inflammatoires. 
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Composes anti-tumoraux 

Dans un mode de realisation particulier, la molecule biologiquement active presente des 
propriety anti-tumorales. A pent etre n'importe quelle module anti-tumorale ou un 
5 deriv6 actif de ces memes modules. La seule contrainte est que ces composes anti- 
tumoraux puissent etre lies chimiquement au reste de la molecule de vectorisauon. 

Comme il a 6te decrit plus haut, A pent etre lib6ree dans le milieu extra-cellulaire et 
diffuser de facon passive ou active a I'interieur des cellules voisines ou bien etre amenee 
10 dans ces cellules par un lien du type LE-LMT puis liberee par Taction de proteases ou 
esterases endogenes, 

Un exemple de compos* anti-tumoral est constitue par les molecules de la famille des 
antracyclines et de leurs derives. 

15 Ces molecules d'antracycline comportent un sucre amin6. Le groupe amino est 
avantageusement utilise pour la liaison au segment L (par exemple a la partie L2 ou LMT),- 
du lien defini plus haut . 

20 Un autie exemple de compose anti-tumor*! est constifue par lea modules de la famille de* 
TNFa ou derives de eeux-oi. Ces molecules agissent sur des reoepteura de surface des 
cellules et induisent l'apoptose. 

Parmi les molecules de la famille des TNFa, le facteur TRAIL ou A P o2L (P_W19777) est 
25 probablement le plus interessant dans la mesure ou les cellules normales semblent 
protegees de son action alors que les cellules tumorales y sont sensibles et peuvent etre 
S 61ectivement eliminees par Taction de cette cytokine pro-apoptotique. Ce facteur peu done 
etre tres utile dans les cancers dit «solides» ce qui implique un ciblage efficace pour 
eviter au maximum les effets secondares dus a la presence de ces molecules dans le mmeu 
30 sanguin. Comme toutes les molecules de la famille du TNF, TRAIL est initialement une 
proteine membranaire associee en trimere et seule la partie extracellulaire est active. Cette 
partie extracellulaire, TRAIL-Do, ou un ensemble contenant TRAIL-Do, pent done etre 
cible grace au segment C et libere dans I'espace inter-cellulaire grace a 1'acbon des 
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proteases intervenantes sur le Hen clivable L qui relie C et TRAIL-Do. La molecule 
therapeutique ainsi constitu6e possede la structure suivante : 

C-L'l-L"l-L2-( TRAIL-Do) (selon la formule F6A) 
5 (TRAIL-Do)-Ll-L"2-L'2-C (selon la formule F6B) 

Un avantage de l'une ou l'autre de ces dispositions est que l'assemblage en trimere des 
molecules de la famille des TNF, necessaire a la liaison a leurs recepteurs, est gene par la 
presence des segments de ciblage et de liaison. Ainsi la molecule reste faiblement active 
10 tant que le Hen n'est pas clive par une protease intervenante. Pour beneficier de cet 
avantage particulier il faut que le lien clivable ait une longueur suffisamment faible tout en 
conservant une accessibility convenable aux proteases intervenantes. 

Un autre exemple de cytokine, tres interessante pour le traitement de certains cancers et 
15 notamment le melanome et le gliome intracranien, est l'Interleukine-4 (IL4, 1310839). 
Malheureusement, etant donnes ses effets secondaires importants, cette proteine ne peut 
pas etre utilisee sans etre convenablement ciblee. La liaison a un segment de ciblage C de 
l'IL4 humaine ou de l'une de ses isoformes ou encore d'un ensemble contenant l'une de 
ces proteines, par l'intermediaire d'un segment clivable permet de constituer une molecule 
20 therapeutique interessante en oncologie : 

C-L'1-L"1-L2-(IL4) (selon la formule F6A) 

(IL4)-L1 -L"2-L'2-C (selon la formule F6B) 

25 

D'autres exemples de composes ann-tumoraux sont notamment : 



a) Le methotrexate : 
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Le methotrexate est un compos6 anti-tumoral couramment utilise pour le traitement des 
tumeurs cancereuses. II s'agit d'un analogue de Tacide folique qui agit d'abord comme un 
faux substrat en inhibant la dehydrofolate reductase (DHFR), II agit aussi par inhibition 
5 indirecte de la thymidilate synthetase (TS). 

Le methotrexate contient un aminoacide, l'acide glutamique, qui peut Stre insert dans 
l'extr6mite N-terminale d'un peptide de lien cHvable selon la formule (F6B) ou (F4B). 

10 b) Le m6thoxyestradiol 

Le 2-methoxyestradiol (1,3,5 (10)-oestratri^ne-2,3 ? 17p-triol 2~m6thyl ether) appele 2ME 2 , 
est un sous-produit du metabolisme des oestrogenes ayant la propriety de bloquer la 
croissance des cellules endotheliales en division rapide et des cellules tumorales. 
15 - 
c) les taxanes : 

Les molecules de cette famille ont pour effet le blocage du cycle cellulaire en G2 et M par 
leur action sur les cytosquelette microtubulaire. II en resulte une inhibition de la 
20 reorganisation normale necessaire au deroulement de l'interphase de la mitose. 

Les taxanes, et particulierement le docetaxel, comportent des fonctions utilisables pour des 
modifications pemiettant son incorporation a Fextremite d'un peptide clivable par les 
proteases intervenantes de l'environnement tumoral. 

25 
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R, = tBuOCO, Rj = H (docciaxel) 
R,= C^HjCO.Rj =Ac(paclitaxel) 

LES TAXANES 
d) les antipyrimidines sucre modifies : 



5 La cosine arabinoside (Ara-C) ou cytokine „u Araoytine es, !e represent, principal de 
cette ftaffle. D-aubes moires de cebe iamiLe sent .a difluoro-deoxy-cybdine 
(Gemcitabine). 



e) Les agents alkylants : 



10 
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Denv & dea Romanies a Pasoto,, ces agents „„, donne naissance a divers compears 
anb-tumoraux agiasan, sur lea acidea nucleiques e. done dana Pespace intra-ceMaire n 
a m en parbculier le Melpbalan e, .e Chlorambucil, deux agents alkylants bifbnctionne.s 
mteressant pour liaison aisee a un lien pepbdique cbvable. 

1* Melphalau eat .a Phenylalanine-Moutarde (L-PAM) est aminoacide „o„ naturel qui pen, 
etre tnbodui, facilenten, an debut ou a la fin de la synthase pepbdique d-nn lien clivable 
par proteases intervenantes : 
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Le Chlorambucil ne comporte qu'une fonction carboxylique et ne pourra etre introduit 
directement dans un peptide qu'en fin de synthese du lien peptidique clivable par les 
proteases intervenantes et k Pextr&nite N-terminale. 



5 




Par Putilisation d'un segment de lien bivalent comme P6thanolamine ou le diamino- 
6thane, ce compos6 pourra aussi etre introduit a Pextn§mite C-terminale du lien peptidique 
clivable. 

10 

Dans les deux cas la molecule lib6ree dans Penvironnement tumoral est un deriv6 
aminoacide hydrophobe comme par exemple le Leu-Melphalan ou le Chlorambucil-Leu, 
Ces composes peuvent traverser facilement de fa9on passive la membrane plasmique des 
cellules tumorales et agir sur les acides nucleiques soit directement puisque la fonction 
15 alkylante n'est pas modifiee soit apr£s clivage de Paminoacide supplemental par les 
peptidases ou esterases endog&nes. 

Composes anti-inflammatoires 

Dans un autre mode de realisation particulier, la molecule biologiquement active presente 
20 des propri6tes anti-inflammatoires. 

Liberation de peptides derives du segment N-terminal de I'annexine L 

Un exemple de tels composes est un peptide, nomm6 ici NTA1, aux proprietes anti- 
25 inflammatoires identique a ou deriv6 du segment N-terminal de I'annexine I. Les 
propri6tes anti-inflammatoires de ce peptide r<Ssultent probablement de son action sur le 
recepteur du fMLP inhibant ainsi que le chimiotactisme et Pactivation des cellules 
phagocytaires et en particulier leur d6granulation et leur production de metabolites 
toxiques de Poxygene. 

30 
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La sequence du segment N-terminal de l'annexine I humaine est la suivante : 
AMVSEFLKQAWFIENEEQEYVQTVKSSKGGP (SEQ ID No 33) 

Dans un mode plus general de realisation, le peptide anti-inflammatoire derive du segment 
5 N-terminal de l'annexine I sera avantageusement choisi parmi les s6quences suivantes : 

1 5 10 15 20 25 30 
I I I I I | , 

tn AMVS E FLKQAW FhaNpE OE YhpoVKo r. vrza. p ■ (S7) (SEQ ID No 341 

10 IN YYIE E DCVQTTQSSHW ' 

C LD Q IKSS TYS 
M L NC CVP 

EA GG 

15 La sequence soulignee represente une sequence dite consensus possedant les propriety 
anti-inflammatoires recherchees. Sous chaque residu variable de cette sequence est 
indiquee une liste de residus pouvant remplacer celui indique dans la sequence consensus : 
a r6sidu acide ; h residu hydrophobe ; p residu polaire ; o Thr ou Ser de prefSrence. 

20 II est egalement possible de choisir une sequence plus courte pour NTA1. On pent ainsi 
supprimer les huit a treize premiers residus. On pourra utiliser en particulier utiliser la 
sequence : 

ENEEQE YVQT VKS SKGGP (SEQ ID No 35) (S8 ) 

25 Toutes les mutations corresponds a ce fragment et indiquees pour la sequence (S7) seront 
utilisables dans la sequence S8. 

II existe dans l'environnement inflammatoire au moins une protease susceptible de diver 
specifiquement le segment NTA1 au niveau de l'un des deux residus Lysine 25 ou 28 
30 presents dans sa partie N-terminale -Thr-Val- to Ser-Ser-L^-Gl y -Gly-. Ces proteases 
sont normalement responsables de la liberation in vivo du segment N-terminal de 
l'annexine L 

Dans un premier mode simple de realisation, le peptide NTA1 ou une version 
35 judicieusement mutee est simplement integre a ia partie N-terminale du segment C pour 
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former la proteine therapeutique : NTA1-C. Le segment C est pris ici dans son acceptation 
la plus large et definie plus haut. 

Dans un second mode de realisation, le peptide NTA1 ou une version judicieusement 
5 mutee est relie au segment C par l'intermediaire d'un lien simple clivable par une proteases 
intervenantes selon la formule F6A ou F6B ou d'un lien multiple comportant un element 
de ramification D comme defini plus haut (F5A, F5B). 

Dans un autre mode de realisation, la partie A peut aussi contenir une repetition de l'une 
10 des sequences choisi pour le segment NTA1 afin d'augmenter la concentration locale du 
peptide anti-inflammatoire et done son efficacite. 

(NTA1) M -C (F2) 

Pour optimiser le comportement in vivo de la molecule therapeutique, on choisira de 
15 preference m = 2. 

Dans un autre mode de realisation, il pent etre avantageux de lier le segment NTA1 a. 
l'extremite C-terminale du segment C. Pour cette realisation, on utilisera un lien 1 
bifonctionnel de facon a relier entre elles les extremit6 C-terminales de C et NTA1 : 
20 C-L-NTA1 

Liberation de Cytokines anti-inflammatoires. 

Les maladies inflammatoires chroniques, et particulierement la polyarthrite rhumatoide, la 
25 maladie de Crohn et le Psoriasis, sont provoquees par un desequilibre important dans la 
production dans l'environnement cellulaire d'un certain nombre de modules de 
signalisation. ^amplification et la perennisation du phenomene inflammatoire dans ces 
maladies resultent d'un equilibre complexe entre un nombre important de proteines aux 
influences opposees, molecules pro-inflammatoires et molecules anti-inflammatoires. 

30 

Parmi les cytokines jouant un r61e anti-inflammatoire, l'interleukine 10 (IL10) (SwissProt, 
P22301), ou sur l'une quelconque de ses isoformes, est la plus interessante par l'effet 
regulateur qu'elle produit sur la reaction inflammatoire. Mais comme beaucoup de 
molecules de la signalisation de la reaction inflammatoire, 1'ILIO possede de multiples 
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fonctions dont des fonctions de stimulation du systeme immunitaire. D est done tres 
avantageux de eibler eette proteine au site inflammatbire proprement dit de facon a 
localiser strictement son action. 

5 L'lLlO agit en tant qu'homodimere sur son reeepteur hetero tetramerique. La structure 
tridimensionals de HL10 et du eomplexe avee son reeepteur, 1'ILIOR, offre un avantage 
supplemental En effet, la structure du eomplexe IL10-IL10R, montre que les extremites 
N et C-terminale de 1'ILl 0 sent relativement proches dans sa structure. De plus I'extremite 
N-termmale est enfouie au cceur du reeepteur et rextremite C-terminale est situee dans la 

10 regK>n de dimerisation de cette cytokine. De ce fait, le blocage par le segment CL ou L-C 
de 1'une des extremites N ou C-terminale de 1'ILIO, interdit la formation du eomplexe et 
finalement bloque son action. L'activation de 1'ILIO ne pent done se faire que par Paction 
des proteases intervenes de 1'environnement inflammatoire qui ont pour effet de liberer 
cette cytokine exclusivement dans cet environnement. 

15 Le meme raisonnement pent etre applique a une autre cytokine anti-inflammatoire, HL13 
(P35225) ou a 1'une de ses isoformes. 

La molecule therapeutique basee sur 1'ILIO ou l'IL13 possede Tune des structures 
generates suivantes, selon le choix fait pour le positionnement de HL10 ou de 1TL13 • 
20 C-L'1-L»1-L2-(IL10/IL13) (selon la formule F6A) 
(IL10/IL13)-L1-L''2-L'2-C (selon la formule F6B) 

Le site de clivage des proteges intervenantes est prevu entre L»l et L»l ou entre L"2 et 
L'2. La longueur.du segment r&iduel L»l-L2 ou Ll-L»2 est telle qu'elle ne gene pas la 
25 formation du eomplexe IL10-1L10R ou IL13-lL13Rccl/2. H est aise d'ajuster la sequence 
effective de HL10 pour satisfaire cette contrainte. Dans Tun et 1 'autre cas le segment LI 
ou L2 peut etre absent. 
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Liberation d'inhibiteurs de Cytokines pro-inflammatoires. 

II existe des inhibiteurs naturels de certaines cytokines et notamment de Pinterleukine 1 
(IL1), une cytokine pro-mflammatoire dont Incidence dans les maladies inflammatoires 
vaent ,mmediatement apres celle du TNFa qui est la cytokine dont le role est central 
L'mh.brteur soluble du reeepteur de 1'ILl, 1'ILIR, est une petite proteine, le sILIRa 
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fonctions dont des fonctions de stimulation du systeme immunitaire. H est done tres 
avantageux de cibler cette proteine au site inflammatoire proprement dit de facon a 
localiser strictement son action. 

5 L'lLlO agit en tant qu'homodimere sur son recepteur hetero tetramerique. La structure 
tridimensionneUe de l'IL10 et du complexe avec son recepteur, l'ELlOR, offre un avantage 
supplemental. En effet, la structure du complexe IL10-IL10R, montre que les extremites 
N et C-terminale de 1'ILIO sont relativement proclies dans sa structure. De plus l'extremite 
N-terminale est enfouie au cceur du recepteur et l'extremite C-terminale est situee dans la 
T6" region dedlmerisatibn de cette c^^eTDTceMOeWoca^par le segment C-L ou I>C 
" de l'une des extremites N ou C-terminale de I'tO 0, ihterdit la formation du complexe "et 
finalement bloque son action. L' activation de l'IL10 ne pent done se faire que par Taction 
des proteases intervenantes de l'environnement inflammatoire qui ont pour effet de liberer 
cette cytokine exclusivement dans cet environnement. 
15 Le meme raisonnement peut etre applique a une autre cytokine anti-inflammatoire, l'IL13 
(P35225) ou a l'une de ses isoformes. 

La molecule therapeutique basee sur l'IL10 ou l'IL13 possede l'une des structures 
. generates suivantes, selon le choix fait pour le positionnement de l'IL10 ou de l'IL13 : 
20 C-L'1-L"1-L2-(IL10/IL13) (selon la formule F6A) 
(DL10/IL13)-L1-L' '2-L'2-C (selon la formule F6B) 
Le site de cHvage des proteases intervenantes est prevu entre L"l et L"l ou entre L"2 et 
L'2. La longueur du segment residuel L"l-L2 ou Ll-L"2 est telle qu'elle ne gene pas la 
formation du complexe IL10-1L10R ou IL13-lL13Rctl/2. II est aise d'ajuster la sequence 
25 effective de HL10 pour satisfaire cette contrainte. Dans l'un et l'autre cas le segment LI 
ou L2 peut §tre absent 

Liberation d'inhibiteurs de Cytokines pro-inflammatoires. 

Le segment therapeutique A peut etre selection^ parmi les inhibiteurs non activants des 
30 recepteurs membranaires des cytokines pro-inflammatoires. 

II existe des inbibiteurs naturels de certaines cytokines et notamment de l'interleukine 1 
^Ll), une cytokine pro-inflammatoire dont l'incidence dans les maladies inflammatoires 
vient immediatement apres celle du TNFa qui est la cytokine dont le role est central. 
L'inhibiteur soluble du rdcepteur de 1'ILl, 1'ILIR, est une petite proteine, le sILIRa 
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(Swiss-Prot P18510), qui agit en se liant au IL1R ans 1'activer, bloquant ainsi de ITL1 
L'efficacite du sILIRa a ete testee dans divers maladies et en particulier dans Parthrite 
rhumatoYde et se montre relativement actif. Cependant les doses utilise chez les malades 
en mjections sous cutanees sont enormes, de 30mg a 150mg. La pharrnacocinetique est par 
5 axlleurs defavorable puisque le temps de demie-vie dans la circulation n'est que de 21 min 
ce qui est tres faible pour une utilisation therapeutique dans le cas de I'arthxite rhumatoYde. ' 

Comme precedemment pour PIL10, 1'ensemble C-L-(ILlRa) ou (ILlRa)-L-C est 
totalement inactif. En effet, la structure du complexe DLlRa-ILlR montre que les 
10 extremity N et C-tenninale de 1'ILlRa sont tres proches dans la structure et sont enfouies 
au coeur du recepteur. De ce fait, 1'activation de I'inhibiteur ne pent se faire que par 
l'achon des proteases intervenantes de l'environnement inflammatoire qui out pour effet de 
hberer Pinhibiteur exclusivement dans cet environnement. 

15 La molecule therapeutique basee sur HLIRa ou sur 1'une quelconque de ses isoformes 
possede 1'une des structures generales suivantes, selon le choix fait pour le positiormement 
del'ILIRa: 

C-L'l-L»l-L2-(ILlRa) (selon la formule F6A) 

(ILlRa)-Ll-L"2-L'2-C (selon la formule F6B) 
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Le site de clivage des proteases intervenantes est prevu entre L»l et L"l ou entre L»2 et 
L'2. La longueur du segment residuel L"l-L2 ou Ll-L»2 est teUe quelle ne gene pas la 
formation du complexe ILl-lLlRa. Comme pour TIL10, il est aise d'ajuster la sequence 
effective de 1'ILlRa pour satisfaire cette contrainte. Dans Pun et l'autre cas le segment LI 
25 ou L2 peut etre absent 



Liberation de medicaments anti-inflammato 



ires. 



II existe de nombreuses molecules non peptidiques possedant des proprietes anti- 
30 mflammatoires importantes comme les Glucocorticoids, les anti-inflammatoires non 
steroidiens (AINS), le Methotrexate. 



a) Les Glucocorticoides ; 
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Initialement, les Glucocorticoids sont des molecules horaionales naturelles produites par 
Porganisme et interviennent dans de nombreux processus physiologiques. Leur action est 
5 strictement intracellulaire et intervient par leur liaison k des rScepteurs nucteaires induisant 
la transcription d'un certain nombre de genes, d'oti le role complexe de ces hormones & de 
multiples etapes de la reaction inflammatoire. L'utilisation des GlucocorticoTdes et de leurs 
derives non naturals comme m6dicament est done toujours tres delicate alors que leur 
efficacitS peut etre trhs grande. Leur ciblage et leur liberation stricte dans Penvironnement 
10 inflammatoire sont done cruciaux. 

Les Glucocorticoides sont des molecules steroidiennes, done assez hydrophobes, et leurs 
action s'effectue au niveau du noyau cellulaire apres diffusion passive a travers la 
membrane plasmique. Pour une utilisation comme medicament cible, les Glucocorticoides 
1 5 peuvent done etre simplement liberes dans Penvironnement inflammatoire. 

Toutes ces molecules comportent des fonctions chimiques, par exemple des groupes 
hydroxyles, permettant leur greffage sur des molecules peptidiques et en particulier sur un 
segment L clivable par des proteases intervenantes comme pour les composes anti- 
20 tumoraux. 

La molecule therapeutique bas6e sur les Glucocorticoides possSde Pune des structures 
generates suivantes, selon le choix fait pour le positionnement de la molecule par rapport 
au segment de ciblage : 
25 C-L'l-L"l-L2-(0-Glucocorticoide) (selon la foimule F6A) 
(Glucocorticoide-O)-Ll-L' '2-L'2-C (selon la formule F6B) 

Sous cette forme ces molecules sont totalement inactives. 

30 L'action des proteases intervenantes libere soit la motecule L"l-L2-(0-Glucocorticoide) 
soit la motecule (Glucocorticoide-0)-Ll-L"2, e'est & dire une pro-drogue qui doit diffuser 
passivement dans les cellules environnantes ou elles seront traitees par les proteases et 
esterases endogenes pour Kb6rer finalement la molecule active. 
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Dans cette application particuliere de la presente invention, il est done important que les 
segments L»l-L2 ou Ll-L»2 soit hydrophobes et les plus court possibles, compte tenu des 
capacttes de clivage des proteases intervenantes. II est avantageux de limiter a deux le 
nombre de residus voire a un le nombre de residus dans L»l ou L»2. II peut etre aussi 
5 avantageux dene pas introduire les segment LI ouL2. 

b)Les anti-inflammatoires non steroidiens : 

Les anti-inflammatoires non steroidiens forment une des classes de medicament les plus 
.10 presents. Ce sont pour la plus part des inhibiteurs des cyclo-oxygenases (COX-1 et COX 
2), des enzymes importantes intervenant dans le metabolisme de 1'acide arachidonique Ce 
sont des medicament generalement reserves au traitement des maladies inflammatoires 
severe* et utilises a des doses generalement tre, elevees et done generatrices d'effets 
secondaires indoles. Parmi les AINS, il existe une classe de composes possedant une 
15 fonction carboxylique utilisable pour leur greffage sur des molecules peptidiques et en 
paruculier sur un segment L clivable par des proteases intervenantes comme pour les 
composes anti-tumoraux ou anti-inflammatoires mentionnes plus haut. Parmi ces composes 
on mentionnera 1'Aspirine, POlsalazine, le Diclofenac, 1'Etodolac, le Sulindac 
1'Idometacine, ,e Tenidap et Pensemble des derives de 1'acide propionic^ comme 
20 1 Ibuprofene, 1'acide Tiaprofenique, le Naproxene, le Ketoprofene et d'une facon generale 
«profenides». D'autres families de compose, sont aussi utilisables, les acides 
anthraniniliques et apparent* comprenant le groupe des fenamates comme 1'acide 
m6fenamique, le groupe des derives de 1'acide nicotinique comme 1'acide niflumique. 

25 Comme 1 'ensemble de ces composes anti-inflammatoires sont des acides carboxyliques ils 
devront etre fixes a 1'extremite N-terminale du lien peptidique clivable selon la formulation 
suivante : 

(AINS)-CONH-L' '2-L'2-C 

30 Cette configuration est avantageuse en ce qu'elle permet l'introduction de la molecule 
d'AINS directement en fin de synthese peptidique en phase solide du segment L''2-L'2 
Dans ce mode de realisation, le segment L»2 devra etre sufflsamment court et hydrophobe 
pour permettre la diffusion passive du segment actif (AINS)-CONH-L''2 a travers la 
membrane plasmique des cellules cibles. 
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Si, pour des raisons particulieres, il est necessaire d'utiliser l'extremit6 C-terminale selon 
la formule : C-L'1-L"1-L2-(AINS), le segment L2 devra dans ce cas etre bi-fonctionnel et 
hydrophobe comme par exemple l'aminoethanol : 
5 L2 = H 2 N-CH 2 -CH 2 -OH. 



c) Le methotrexate 

Le methotrexate possede egalement des proprietes anti-inflammatoires et peut Stre utilis6 
10 de la meme facon que pour ses propridtes anti-tumorales decrites plus haut 

Realisation d'inhibiteurs des recepteurs membranaires de lafamille des TNFR. 

L'homotrimerisation stricte des domaines extracellulaires en l'absence du ligand est un 
15 element important du fonctionnement correct des TNFR. Cette trimerisation du recepteur 
vide est assure essentiellement par un segment N-terminal comprenant le domaine] 
extracellulaire CRD1. Les interactions proteine-proteine sont tres specifiques et Svitent, 
ainsi la formation d'heterotrimeres dus a la presence de recepteurs differents a la surface., 
d'une meme cellule. On met a profit cette propriete pour produire de nouveaux inhibiteurs ': 
20 specifiques den'importe quelle prolines membranaires de lafamille des TNFR 

Ces inhibiteurs utilisent un peptide, nomme ici PCRDX, comprenant au moins le domaine 
CRD1 d'un TNFR quelconque X pour bloquer la trimerisation de celui-ci de facon tres 
specifique et done bloquer sa fonction : en se liant a une sous unite membranaire du TNFR 
25 (monomere), le peptide PCRDX libre, sous la foime de monomere ou de dimere, bloque la 
trimerisarion de cette sous unite membranaire sans activer le r6cepteur puisque celui-ci ne 
peut plus acquerir sa structure trimerique. 

Dans un mode de realisation simple, on pourra utiliser un peptide PCRDX, ou une version 
30 mutee de ce domaine, lie au segment C par un lien L1-L2 clivable par l'une des proteases 
intervenantes generalement presentes dans 1'environnement inflammatoire de facon a ne 
liberer l'inhibiteur qu'au site inflammatoire cible. La structure generale de la molecule 
therapeutique de la presente invention est done : 
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C-L1-L2-PCRDX ou PCRDX-L1 -L2-C 
Ou le clivage s'effectue entre LI et L2. 

La structure C- L1-L2-PCRDX est directement active car die laisse libre l'extremite C- 
5 terminale du CRD1 perraettant sa liaison au CRD1 d'un recepteur celiulaire. 

La structure PCRDX- L1-L2-C possede I'avantage supplemental de ne rendre actif le 
segment CRD1 que lorsque celui-ci est libere par le clivage du segment L1-L2 limitant 
ainsi d'autant le risque d'efifets secondaires. En effet dans cette configuration l'extremite 
10 C-terminale du PCRDX est encombree par la presence du segment L1-L2-C, inadapte a 
toute interaction avec un domaine extracellulaire d'un TNFR, rendant ainsi plus difficile 
sont interaction avec celui-ci. L'activite est recouvree par le clivage du lien L1-L2. 

La liste suivante donne des exemples de sequence minimum que doivent contenir les 
15 divers segments PCRDX possibles utilisables comme inhibiteur de la trimerisation du 
TNFRl et du TNFR2 : 

Inhibiteur du TNFRl 

20 sT C ™Z\T™ S 36 C r KCHKGTYLYW DCPGPGQDTD CRECESGSFT ASENHLRHCL 
Inhibiteur du TNFR2 

PGTCRLREYY^QTAQMCCSK CSPGQHAKVF CTKTSDTVCD SCEDSTYTQL WNWVPECLSS 
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Ces sequences peuvent etre mutees, notamment dans la region d'interaction avec les 
recepteurs TNFRl et du TNFR2 originaux, afin d'augmenter leur affinite avec ces 
recepteiors. 

30 Des sequences analogues provenant de n'importe quel recepteur de cytokines de la famille 
des TNF peuvent 6tre utilisees pour produire des inhibiteurs specifiques de ces r6cepteurs. 

Le lien cUvable L1-L2 pent etre avantageusement choisi parmi les sequences peptidiques 
reconnues et clivees par les proteases S p6cifiques dont le role est de liberer la partie 
35 extracellulaire des TNFR membranaires ou des precurseurs membranaires des TNF Ces 
proteases appartiennent a la femille des ADAM deja mentionnees. Parmi ces proteases on 



36 

choisira en particulier la protease ADAM- 17 ou TACE spdcifique de la liberation du 
TNFa et du TNFp (LT£) et on choisira en consequence la s6quence du segment L1-L2 de 
telle sorte qu'il contienne Tune des sequence suivantes : 

5 L1*L2 = SPLAQA*VRSSSR (SEQ ID No 38) ou fragments de celle-ci, PLAQA*VRSSS 
(SEQ ID No 39), LAQA*VRSS (SEQ ID No 40), AQA*VRS (SEQ ID No 41), QA*VR 
(SEQ ID No 42), ou toute combinaison des groupes de sequences situees de part et d'autre 
du site de clivage marque par une ast&isque comme par exemple . PLAQA* VRS (SEQ ED 
No 43) ou AQA*VRSS (SEQ ID No 44), etc. 

10 

UTILISATIONS DES MOLECULES DE CIBLAGE ET DE LIBERATION DK 
COMPOSE THERAPEUTIOUE 

Les molecules de Pinvention peuvent dtre construites pour cibler differents types de 
15 cellules ou de tissus pathologiques, de preference chez Phomme. Elles peuvent etre 
utilisees pour la preparation de medicaments et/ou dans des m&hodes de traitement 
therapeutique. 

Ainsi, un objet particulier de l'invention consiste en une composition pharmaceutique 
20 comprenant une molecule chimdre telle que definie ci-avant 

Un autre objet de l'invention concerne l'utilisation d'une molecule chimere telle que 
d6finie ci-avant pour la preparation d'un medicament. Dans un mode preiere de realisation, 
ces medicaments sont des medicaments anti-tumoraux ou anti-inflammatoires. 

25 

Lorsque le compose therapeutique A est un anti-inflanimatoire, les molecules selon 
Pinvention peuvent etre utilisee pour la preparation de medicaments destines a des 
pathologies aigues comme Tasthme, la rectocolite hemorragique, la maladie de Crohn, le 
choc septique, les maladies du collagene et l'arthrite. 

30 

Lorsque le compose therapeutique A est un anti-cancereux, l'invention est utilisable pour 
le traitement de differentes tumeurs, notamment de tumeurs solides ou liquides ou 
hematopoi6tiques, en particulier de cancers du sein, du poumon, de l'intestin, du colon et 
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preference par injection, typiquement par voie intra-periton6ale, intra-tumorale, intra- 
dermique, intra-cer6brale, intra-veineuse, intra-arterielle ou intra-musculaire. Les doses 
administrees peuvent £tre adaptees par Phomme de Tart. Typiquement, de 0,01 mg a 100 
mg / kg environ sont inject6s. II est entendu que des injections rep6t6es peuvent etre 
5 r6alis6es. L'invention est utilisable chez les mammiferes, notamment chez Pdtre humain. 

EXEMPLES 

Example 1 : Exemple de realisation de segments L clivables pour la liberation de 
10 composes anti-turnoraux et anti-inflammatoires : 

Si le segment L est uniquement peptidique et ne contient que des residus naturels, il sera de 
preference integre dans le segment C a son extremite N ou C-terminale par les m6thodes 
classique de la biologie moleculaire. II pourra cependant etre int6gr6 si nScessaire au 
1 5 segment A si celui est peptidique et obtenu par biologie mol£culaire. 

Dans un mode de realisation particulier, il y aura avantage a preparer de fa9on: 
extemporan£e le segment L ou Tensemble L-A sous une forme reactive pour une liaison,? 
ulterieure au segment C, Un exemple interessant se presente dans le cas ou un groupe thiol 
20 amen6 par un r6sidu Cysteine est present dans le segment C, de preference loin du site de: 
liaison de C aux membranes charg£es n6gativement Ce groupe thiol permet, par une 
reaction chimique simple, rapide et totale, de lier Pensemble L-A muni du groupe 
fonctionnel maleimide. 

25 Le protocole de synthase est decrit dans la figure 1 . Le fragment L consiste en un peptide 
protege lie a une r6sine acide-labile rink via la strategic FMOC bien connue de Phomme de 
Part. Le fragment reactif possdde la propriete de former une liaison covalente avec un 
groupe nucieophile — ici le groupe SH d'une Cysteine - de la proteine C. Le groupe reactif 
peut etre un bromoacetamide ou, comme ici et de fa9on plus avantageuse, un groupe 

30 maleimide. Le groupe espaceur entre le maleimide et le peptide L peut etre un groupe 
alkyl, alkoxy ou poly alkoxy termine par une fonction carboxylique pour le couplage a L. 
Dans Pexemple de la figure 1, le segment therapeutique est un compose anti-tumoral de la 
famille de antracycline, la doxorubicine. Dans la figre 1, AA represente n'importe quelle 
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sequence d'aminoacides pouvant constituer un lien clivable LWnte <!*•.•„ 
correspondalasequenceAA^Gly-Ser-Gly-Vai-Leu. exemple decnt ci-dessous 

Synthese du Fmoc-Leu-Resine rink acide (1) : 

5 5 g de resine rink 1 00-2OO Me<h farm,-™- *• 

(3,2 tnmoles) « .. DCCI IT ( 77 ma,,Vement °> 35 -°- 8 » — g), Fmocl^-OH 

50 , h mm ° IeS) S ° nt «"* pendant 5 <ie 0°C . 5»C dan, 

50 ml de DCE, puis 60 mg de DMAP (0,5 n« son, ajou.es e, aores 20 
supplementaires a 5°r •»« i j „r ajoutes et apres 20 minutes 

» eataues a 5 C, 275 pi de N-methylmotpboline (2,5 nunote) son, ajoufe Le 

fmVi -of P Sme est lav<5e c omme suit (40 ml chamie 

iois) .2foisisopropanol 3 foi^niv/rA o * • ■ v-~«u«wque 
^ auui » J rois LIMA, 2 fois isopropanol 6 fois nrp o ■ 

Synthase d« WG^erCTrtJ-Cy-VatLeu-Restae rink aeide (2) ■ 

&m*. « * groupe Fmoc a tempdnam ambUaae . 

1 g de Fmoc-Leu-Resine rink arid* m ~ t x 

20 3 min „,es avee 20 m , de , f "* * '* **» *"*» &i * 

DMA 2 «T^T* ,SOProPM01, 4 f0!S DMA ' 6 20% *«*» <~ '« 

z rois DMA, 1 fins isopropanol, 4 fois DMA. 

Couplage Fmoc-AA„-OH : 

DIEA ( 3 > 5 mmoles) dans 10 ml de DMA est aiW * i* - • a 
25 da^du D MA son, a^. Aprts ^ „ ^ ^ ^ 

SyMhese du H^Iy-Ser(T«M 3 ty.Val-Le U .Res I ne rtak aeide (3) • 

La foime N-teiminale Iibre du peptide pro,ee« et ttf » i. ,a • 
30 dee^et^eident^eanpU.eS " ^ ' ^ ^ ^ 



Synthese du compose reactif (4) : 
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A 1 g de r6sine (3) (3,5 mmoles dans le DMA) on ajoute 3,5 mmoles de DIEA, 
1,75 mmoles de N-mal6oyl-p-alanine et 1,72 mmoles de HBTU. Aprds 2 heures, la resine 
est lav6e avec 4 fois 20 ml de DMA puis s6chee sous vide. 

5 Separation du peptide protege de la resine pour obtenir (5) : 

La rSsine est dispers6e dans le DCM et trait6e par 20 ml de melange de clivage 
AcOH/DCM (10/90 v/v) pendant une heure puis est filtrSe, lav6e 3 fois avec 20 ml de 
melange de clivage puis 3 fois 20 ml de DMA pour extraire le peptide de la resine. De 
Phexane (15 fois le volume) est ajoute au filtrat pour enlever Facide acetique sous forme 
10 azeotrope. Le peptide protege resultant est seche sous vide et purifie par chromatographic 
« flash ». 

Couplage du peptide protegS au compose anti-tumoral doxoriibicine : 

A Pabri de la lumi&re, on ajoute au compose (5) (0,3 mmole dans 2 ml de DMA), 
15 3 mmoles de DIEA, 0,3 mmole de HBTU et 0,3 mmole de Doxorubicine. Apres 2 heures, 
le solvant est evapore et le produit brut est dilu6 dans Pac6tonitrile, purifie par 
chromatographic « flash » sur gel de silice. 

Synthese du compose final (7) : 

20 A Pabri de la lumidre, le compost (6) est dilue dans une solution a 1% de TFA et 5% de 
triethylsilane dans le DCM. Apres 2 heures, le produit brut est Svapore sous vide puis 
dissout dans Pacetonitrile, purifie par HPLC et lyophylis6. 

Exemple 2 : Synthese d'un lien mixte peptidique et non-peptidique pour la liberation de 
25 composes anti-tumoraux. 

La partie non peptidique du lien est introduit k Paide du compose (12), obtenu selon le 
schema de la figure 2, en remplacement de la N-maleoyl-|3-alanine utilis6e dans la synthese 
precedente (figure 1). Le schema de la figure 2 decrit un lien de structure generale et le 
30 protocole qui suit decrit lecasparticulierm=l,n=2, o=l. 

A une solution de 2-(2-aminoethoxy)-6thanol (47,55 mmol) (8) dans 100 ml de 
dichloromethane, on ajoute au goutte a goutte k 0°C une solution de t-butylpyrocarbonate 
(47.55 mmol) dans 50 ml de dichloromethane. On laisse remonter a temperature ambiante 
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et ap* deux hemes, on evapme a sec .e me.ange reactionne.. On ob.ie„ t .e carbamate 
desire (9) sous frame d'une h\iile incolore. 

A una solution de PPH^IAD (7.5 mm.!, dans 25m, de THF frafchemen, dis„.,e es, 

r^e d IT 1 n6 ° Pen,y " qUe (X5 °™»> " — — P^dent (9) (7.5 mmo.) e, 
■e maJeun.de (7.5 mmo.), On ,aisse ensuite ,a Action a temple ambiante pend J ,a 
nrntLe bm,e rcacuonne, es, evapore . sec puis flash chromatographic sra silica prau- 
donnerleproduitattendu(lO). 

10 iZ TT^-T^ ™ <« — 40 m. de mc M ormne,hane as, 

2 1 heUr& ta « Spores « ,e reside b ve an 

cMoro rarne 3x, a, a Praher (4x, U produi, oraenu (, ,) sous forme de Mfluraoacetate es, 
utilise tel quel a l'etape suivante. 

15 

An se, de Mfluoroactote du produi. prfcaden, (U) (6 mmo!) en suspension dans .e 
drcMorometnane (30ml.), est ajoute a .empfcauue ambiante .a DIEA (.2 mmo.). Apr * 
una heure, on ajoute Panhydride dig.yco.imre ,6.5 mmo.). Apres deux henres, on ev.pl a 
sec e, on pnnfle 1e produi, (12) par flash chmmatogmphie sur sUice 

20 

U compose (12) es, ensuite utilise comme ,e compose N-ma.eoy.-Man.ne pom la 
synthase d'un hen chvabie mix te se.cn ,e pro,oco,e decri, daos .a Figure . pour les 
composfa(5)et(6). pm les 

25 Scempfe 3 : Construction et production anti-tn/lcmmaJoire NTAl-C. 

Deux oo„ns son, proposees q ui correspond™, Puna a .a version .ongue da NTA1 

;~ T- T la ^ 87 (Ski id 33) - r — * ,a — 

NTAlc, selon la s6quence S8 (Seq ID 35). 

30 

NTAlc + : 
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NTAlc- 
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5 r P-GATCCCGGACCACCTTTAGAAGATTTAACGGTCTGAACGTATTCCTGTTCTTCGTTTTCGGGCC- 

3' . 

(SEQ ID No 46) 

5 NTA11+: 
5' P- 

CGCTATGGTTTCTGAATTCCTGAAACAGGCTTGGTTCATCGAAAACGAAGAACAGGAATACGTTCAGAC 
CGTTAAATCTTCTAAAGGTGGTCCGG-3 ' 

(SEQ ID No 47) 

10 

NTA11-: 

5' P- 

GATCCCGGACCACCTTTAGAAGATTTAACGGTCTGAACGTATTCCTGTTCTTCGTTTTCGATGAACC7VA 
GCCTGTTTCAGGAATTCAGAAACCATAGCGGGCC- 3 ' 

15 (SEQ ID No 48) 
BanII+: 

5 ' -GCGCTGTTAGCGGGTCCATTAAGTTCTGTC-3 9 

(SEQ ID No 49) 

20 

Banll-: 

5 ' - GAC AGAAC T T AATGGACCCGCT AACAGCGC— 3 ' 

(SEQ ID No 50) 

25 Les plasmides pGEX 6P1 utilises sont commerciaux (Amersham biosciences) ainsi que les 
enzymes (Biolabs) utilises : BamH I, EcoR I, Ban II, T4 DNA Ligase, CIP, T4 kinase. 



Construction de NTAlc-C et NTAU-C dans pGEX 6P 



30 Le vecteur d'expression utilise est le vecteur pGEX 6P1 (Amersham-Biosciences). Ce 
vecteur pennet Pexpression de la prot<5ine d'interet fusionnee k la GST a son extremite 
Nten La proteine d'interet est recup6ree sans proteine de fusion apr6s digestion par la 
PreScission. La sequence codante du segment C (provenant du vecteur pGEX2T, construit 
au laboratoire) sera inseree dans ce vecteur entre les sites BamH I et EcoR I. Le segment 

35 NTA11 ou NTAlc sera ensuite insere sous forme de cassettes dans le vecteur pGEX 6P 
contenant la sequence codante du segment C entre les sites Ban II et BamH I. 



Le vecteur pGEX 6P possede deux sites Ban IL La premiere 6tape consiste done a rendre 
ce site unique afin de Tutiliser comme site de clonage du segment NTA1 . Le site Ban II 
40 situ6 en position 3890 est enleve par une etape de mutagenese dirigee silencieuse (kit 
Quick Change, Stratagene, oligos Ban II + et Ban II -) en suivant les recommandations du 
fournisseur. Le plasmide « pGEX-6P-mut » est alors obtenu. 
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La sequence coda„ te du segmen( c ^ 

«W a raide Oes „ de Cotton BamH U^l* ■ " 

, 5 COntenantlaS ^^^ S e gra en«C sonta ,o ra „b«e n u s . P 08 ^— 
Us cassettes «NTA11 , e, « OTAlc>> ^ obtemKs 

ohgos cc.p.e^es (NTAlc + / NTAlc - e, NTA11 + / NTA1I -) 4 95»c H 
™ - » ^pon Tris HCi 20 m M p„ 7>5; NaCI 300 ^ ^ ^ 5 
~ 5 - des cassettes « ens* P H Wes par me incu^Ts^ " 
20 2h en presence de 50 T r rV ta ~ i i * . , a j / c pendant 

y nee ae U de T4 polynucleotide kinase (Biolabs) L'enTvm, - * • • 
incubation a 65°C pendant 20 min. ^ ^ """^ par 

a™*«. u dep hosPhoiylation dw vecteTO ^ ^ j - * 

lh en presence de 10 U de TIP -* , «oanon a J7 C pendant 

30 P^ent On *** done ,es s^uencT ^ C "ilc 7^ ^ 
vecteur P GEX-6P-mut. NTA11-C donees dans Ie 
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Aprds chaque construction les sequences d' ADN sont v6rifi6es avec le kit de sequenfage 
Big Dye Terminator, Perkin-Elmer Applied Biosystems, sur un sSquenceur Perkin-Elmer 
Abiprism 310, selon le protocole du fournisseur. 

5 Expression de NTAlc-C et NTAU-C chez E. coli 

L'expression est r6alis6e chez une souche d'E. coli BL21 gold (Stratagene) k 30°C. Les 
bact6ries sont mises en culture dans un milieu Luria Berthani (Gibco) contenant 150 mg/L 
d'ampicilline. Lorsque la turbidit6 des cultures atteint une densite optique k 600 nm 
(DO600) de 0,6, l'expression des prolines est induite par l'ajout de 1 raM IPTG (Sigma) et 

10 maintenue pendant 4h. Les bacteries sont alors centrifuges a 5,000 rpm (centrifugeuse 
JLA1.8000, Beckman) pour 10 min k 4°C et re-suspendues dans 20 mL de tampon S 
complet (20 mM Tris-HCl pH 7,6 ; 500 mM NaCl ; 1 mM EDTA ; 2% glycerol (v/v) ; 1% 
triton X100 (v/v)) suppl6mente avec 0,1 mM de PMSF (Sigma) en 6thanol ; 0,5 mM de 
DTT (Sigma) et 50 mg de lysozyme (Sigma), Apres une incubation d'lh k 4°C, les extraits 

15 sont homog6n6is6s par 10 sonicatioris de 1 min (amplitude 65%, 1 sec sonication, 1 sec 
repos) avec un repos d'l min entre chaque sonication. Les proteines presentes dans la 
fraction soluble (sumageant) sont alors recuperees par centrifugation a 20,000 g, pendant 
45min£4°C. 

20 Purification de NTAlc-C et NTAU-C sur colonne GSTrap 

10 mL de la fraction soluble est prelev6e et diluee dans 20 mL de tampon de liaison (50 
mM Tris-HCl pH7,5 ; 150 mM NaCl). Les prolines sont alors purifiees par 
chromatographie d'affinite sur colonne GSTrap Fast Flow (Amersham-Biosciences). Une 
colonne de 5 mL est pr6par6e suivant les instructions du fabricant. L'echantillon proteique 

25 (30 mL) est charge sur la colonne et cette derniere est lavee avec 10 volumes de tampon de 
liaison. Apres un lavage supplementaire avec 10 volumes de tampon de coupure (50 mM 
Tris-HCl pH7,5 ; 150 mM NaCl ; 1 mM EDTA ; 1 mM DTT), la proteine est incubee 
directement sur la colonne avec 100 U de PreScission (Amersham-Biosciences) k 4°C 
pendant 20h. La proteine d'interet sans partenaire de fusion est ensuite recupSree par 

30 lavage avec 15 mL de tampon de coupure. 

Purification de NTAlc-C et NTA11-C par gel filtration 

Une colonne HiLoad 26/60 Superdex 75 (300 mL) (Amersham-Biosciences) est equilibree 
a Taide de 2 volumes de tampon A (bicarbonate d'ammonium 150 mM pH 7,9). La 
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de ' a puri&ation GSTrap rat — - « «— - 

::™r c tempon A u prottine - — ■ - — • - 

5 

Figures 

Figure 1 : Synthase de la prodrogue avec AA =GIv <W ru v i r 

Pour la MMP2, MMP3 at MMP9 Tla N laT", k i ******* — substrat 

liaison. N-maleoyl-beta-alanine conune segment reactif de 

10 

ammoe(hoxy)-6thanol (8) (m=l, n-2, o-l) ^ 

1,2 achieve; DCM : DicMo rom «ha„e ; DIEA : Diisop^ane . DMA . 
Dunelnylacetamide • DMAP • 4-n.Wfu, i • . , • 
Jfl l,l,3,3..e fr a meaiyluromum hBtafIuoropllosphate . WA . aci<J 
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REVENDICATIONS 

5 

1 - Molecule cotnprenant trois segments : 

- un segment de ciblage C capable de se lier aux membranes de cellules engagSes 
dans un processus d'apoptose ; 

- un segment th6rapeutique A comprenant un compose biologiquement actif ; et 
10 - un segment de liaison L entre le segment de ciblage et le segment th6rapeutique, 

ladite liaison etant clivable in vivo dans Penvironnement d'un tissu ou d'une 
cellule en apoptose, 

15 2- Molecule selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit segment de liaison L 
comprend une fonction chimique reconnue et clivee par une enzyme ou un ensemble, 
d'enzymes spScifiques de 1'environnement des cellules ciblees. 

20 3- Molecule selon la revendication 1 ou 2, caract6ris£e en ce que ledit segment de liaison L 
comprend une sequence reconnue et clivee par une protease majoritairement pr6sente dans 
le tissu cible, plus particulierement choisie parmi une metallo-protease de la matrice extra- 
cellulaire, une urokinase, et une protease specifique du clivage du segment extracellulaire 
des cytokines membranaires ou de leurs recepteurs. 

25 

4- Molecule selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que ledit segment de 
liaison L comprend une sequence selectionnSe en ce qu'elle contient au moins un couple 
de r^sidus B1-B2 donn6 dans le tableau suivant : 

30 
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r&idu aminoacide quelconque iiaturel 



5- Molecule se,on ta des teveudicatfous p^eutes, ^ ce 

« de c M a g e C eat capable de ae He, aux membran es ^1,^* 

chaige 61ectroatatique totale est negative, notamment la phosphatidyls&ine 

10 6. MoKcufe se,„ n Puue des reveodications pife 

segment de ciblage compnmd ,a sequence pepndique suivante- 

15 (SI) 

dans laquelle J, Z, U, X, et B reptesentent des acidea amines teIs que • 
- lea acidea amines , S on, ^ ind6pMdammen , ^ 

™* — , ou dra d6riv& de de teUe ^ p 

aon. es r *,dus pCaires choisis pami R> N , D , c , p> E> Q H> 

■0 -eaac.dea^Usontehoisispat^iA.CG.I.L.M.F.W.Y.etV ' 

- 1 ae.de amine X" est choiai indepeudamment des autrea acidea amines de ,a sequence 
P-n» A, N, C, Q, G, H, I, L, M, F, S, T, W, V et V, aequence 
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- I'acide amin6 B 37 est choisi independamment des autres acides amines de la sequence 
parmi R, A, C,G, I, L,M,F,W,Y,etV, 

- Facide amin6 Z est choisi ind6pendamment des autres acides amines de la sequence 
parmi D et E, 

5 - les acides amines Z 59 et Z 65 sont choisis independamment parmi E, D, K, et R, 
les exposants indiquant la position des acides amines dans la sequence. 

7- Molecule selon la revendication 6, caract£ris6e en ce que les acides amin6s U et B sont 
10 choisis suivant un des exemples exposes ci-dessous : 
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8- Molecule selon Tune des revendications pr6cedentes ? caracterisee en ce que ledit 
segment de ciblage C comprend une sequence selectionnee paimi le groupe constitue des 

15 sequence SEQ ID Nos 23-32. 

9- Molecule selon Tune des revendications 1-5, caracterisee en ce que ledit segment de 
ciblage C comprend la sequence de tout ou partie d'une annexine, d'un domaine de type 

20 CI ou C2 des facteurs de coagulation sanguine, d'un domaine V d*une protdine de la 
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€ 
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famille des 2-Glycoproteines-I, d'un domaine de type FYVE, d'un domaine de type PH, ou 
un fragment ou un derive presentant au moins 50 % d'identit6. 



5 10- Molecule selon la revendication 9, caract6risee en ce que ledit segment de ciblage C 
comprend une sequence selectionnee parmi les sequences SEQ ID Nos 1-16 et 17-22, de 
preference SEQ ID Nos 2-4, 6-8, 10-12, 14-16 et 19-22 ou un fragment de celle-ci. 

10 11- Molecule selon l'une des revendications precedentes, caracterisee en ce que ledit 
segment therapeutique A presente une activite anti-tumorale. 

12- Molecule selon la revendication 11, caracterisee en ce que ledit segment therapeutique 
15 A est s61ectionne parmi le groupe constitue d'une molecule de la famille des TNFa ou 
derives de ceux-ci (TRAIL-Do), d'une molecule d'IL4 humaine ou de Tune de ses 
isoformes, d'une molecule de la famille des anthracyclines ou l'un de ces derives actifs, de 
preference la doxorubicine, d'une molecule de taxane comme le paclitaxel ou le docetaxel 
ou l'un de ces derives actifs, d'une molecule de methotrexate ou l'un de ces derives actifs, 
20 du 2-methoxyestradiol ou l'un de ces derives actifs, de molecules de la famille des' 
antipyrimidines comme la cytosine arabinoside ou la difluoro-deoxy-cytidine ou l'un de 
ces derives actifs, de molecules de la famille des agents alkylants derives des moutardes a 
l'azote comme la phenylalanine-moutarde (Melphalan) ou d'un derive comme le 
Chlorambucyl. 



25 



30 



13- Mol6cule selon l'une des revendications 1-10, caracterisee en ce que ledit segment 
therapeutique A presente une activite anti-inflammatoire. 



14- Molecule selon la revendication 13, caracterisee en ce que ledit segment therapeutique 
A est selectionnee parmi le groupe constitue par un segment N-terminal de l'annexine I 
humaine, en particulier NTA1, les cytokines anti-inflammatoires, et en particulier l'IL10 et 
TIL13 ou l'un de leurs mutants appropries, les inhibiteurs non activants des r6cepteurs 



50 

membranaires des cytokines pro-inflammatoires comme en particulier l'inhibiteur du 
recepteur de 1'ILl ou un mutant approprie de cet inhibiteur, les glucocorticoides, les anti- 
inflammatoires non st6roidiens ou de leurs derives consideres comme des inhibiteurs des 
enzymes cylo-oxygenase 1 et 2, et le Methotrexate, un inhibiteur des recepteurs 
5 membranaires de la famille des TNFR, en particulier des peptides contenant ou moins le 
domaine extracellulaire CRD1 coirespondant. 

15- Composition pharmaceutique comprenant une molecule selon Tune des revendications 
10 precedentes. 

16- Utilisation d'une molecule selon l'une des revendications 1-14 pour la fabrication d'un 
medicament. 

15 

17- Utilisation d'une molecule selon la revendication 11 ou 12 pour la fabrication d'un 
medicament destine au traitement du cancer. 



20. 

18- Utilisation d'une molecule selon la revendication 13 ou 14 pour la fabrication d'un 
medicament destine au traitement d'une maladie inflammatoire. 



iei uepoi 



1/2 



HO 



Rink acid resin 



1) Fmoc-AA-OH / HBTU 

2) 20 % piperidine 

synthesis of the protected 
peptide in solide phase 



Fmoc — AA n — O 




AcOH / DCM 
10/90 



(2) 

1) 20% piperidine 

2) X ° 

^N'^^OH+HBTU 
O 




1) HBTU /Doxorubicin 

2) 1%TFA/DCM 




PG = 2-CITrt, Mtt, Mmt, 2-PhiPr, t-Bu, Boc 
AAn = any peptide fragment and 
particularly these listed in this manuscript 



FIGURE 1 




FIGURE 2 
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SEQUENCE LISTING 



<110> BIONEXIS 

ffl?«tS?]SaS. d ' C,bla9e et de "Oration de closes therapeutioues 



et 



<130> B0204FR 
<160> 50 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 156 

<212> prt 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

Asp cys Arg Met Pro Met Gly Leu Ser Thr Gly n e n 



10 ' e Ser Asp ser 



Gln lie Lys Ala ser Glu Phe Leu Gly Tyr Trp Glu Pro Arg Leu Ala 

" 30 

Arg Leu Asn As„ G!y Gly ser Tyr Asn AU Trp ser g , „, Lys ^ 
Ala Ala Glu Phe Ala Ser Lys Pro Trp Ile Gin va! Asp Met Gin 



60 ' LyS 



Glu val He He Thr Gly He Gln Thr Gln Gly Al 



«... mr fain Giy Ala Lys His Tyr Leu 
75 80 



Lys ser cys Tyr Thr Thr Glu Phe Tyr val Ma Tyr ser ser Asn Gln 

90 95 

He Asn Trp Gln He Phe Lys Gl y Asn ser Thr Ar g Asn val Met Tyr 
Phe Asn Gly Asn ser Asp Ala ser Thr He Lys Glu Asn «„ Phe Asp 



2 

Pro Pro lie Val Ala Arg Tyr lie Arg lie Ser Pro Thr Arg Ala Tyr 
130 135 140 

Asn Arg Pro Thr Leu Arg Leu Glu Leu Gin Gly Cys 
145 150 155 

<210> 2 

<211> 156 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 



<220> 

<223> polypeptides construits sur la base de C1F5-S0 
<400> 2 

Asd cys Arg Met Pro Leu Gly Met ser Thr Gly lie lie ser Asp Ser 
15 10 15 

Gin lie Lys Ala Ser Glu Phe Leu Gly Tyr Trp Glu Pro Arg Leu Ala 
20 25 30 

Arg Leu Asn Asn Gly Gly ser Tyr Asn Ala Trp ser val Glu Lys Leu 
35 40 45 

Ala Ala Glu Phe Ala ser Lys Pro Trp Leu Gin He Asp Met Gin Lys 
50 55 60 

Glu val lie lie Thr Gly He Gin Thr Gin Gly Ala Lys His Tyr Leu 
65 70 75 80 

Lys Ser cys Tyr Thr Thr Glu Phe Tyr lie Ala Tyr ser Ser Asn Gin 
85 90 95 

lie Asn Trp Gin lie Phe Lys Gly Asn ser Thr Arg Asn val Met Tyr 
100 105 110 

Phe Asn Gly Asn ser Asp Ala ser Thr lie Lys Glu Asn Gin Leu Asp 
115 120 125 

Pro Pro He val Ala Arg Tyr lie Arg He ser Pro Thr Arg Ala Tyr 
130 135 140 

Asn Arg Pro Thr Leu Arg Leu Glu Leu Gin Gly cys 
145 150 155 

<210> 3 
<211> 156 
<212> PRT 
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<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Polypeptide construit sur la base de C1F5-S0 
<400> 3 

Asp cys Arg Met Pro Met Gly Leu ser Thr Gly He He ser Asp ser 
x 5 10 15 

Gin He Lys Ala ser Glu Phe Leu Gly Tyr Trp Trp pro Arg Leu Ala 
20 25 30 

Arg Leu Asn Asn Gly Gly Ser Tyr Asn Ala Trp Ser Val Glu Lys Leu 
Si 40 45 

Ala Ala Glu Phe Ala ser Lys Pro Trp lie Gin val Asp Leu Gin Lys 

Glu val He He Thr Gly He Gin Thr Gin Gly Ala Lys His Tyr Leu 
3 70 75 80 

Lys ser cys Tyr val Thr Glu Phe Tyr val Ala Tyr ser Ser Asn Gin 
85 90 g 5 

lie Asn Trp Gin lie Phe Lys Tyr Asn ser Thr Arg Asn val Met Tyr 
J.UU 105 no 

Phe Asn Gly Asn ser Asp Ala ser Thr lie Lys Glu Asn Gin Phe Asp 
115 120 125 

Pro Pro Leu Val Ala Arg T^r He Arg He Ser Pro Thr Arg Ala Tyr 

Asn Arg lie Thr Leu Arg Leu Glu Leu Gin Gly cys 
145 150 155 

<210> 4 

<211> 156 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 



<220> 

<223> Polypeptide construit sur la base de C1F5-S0 
<400> 4 

Asp cys Arg Met Pro Met Gly Leu ser Thr Gly He He ser Asp ser 
1 5 10 15 



4 



Gin He Lys Ala Ser Glu Phe Leu Gly Tyr Trp Glu Pro Arg Leu Ala 



20 



Arg Leu Asn ash Gly Gly ser Tyr Asn Ala Trp ser val Glu Lys Leu 



35 40 

. »t„ iuc Dm rrn Leu Gin 

60 



Ala Ala Glu Phe Ala ser Lys Pro Trp Leu Gin lie Asp Leu Gin- Lys 
50 55 



Glu val He lie Thr Gly He Gin Thr Gin Gly Ala Lys His Tyr Leu 
65 70 

Lys ser cys Tyr Thr Thr Glu Phe Tyr lie Ala Tyr Ser Ser Asn Gin 

lie Asn Trp Gin He Phe Lys Gly Asn Ser Thr Arg Asn val Met Tyr 
100 ■ LUJ 

Phe Asn Gly Asn ser Asp Ala ser Thr He Lys Glu Asn Gin Leu Asp 



115 



Pro Pro He Val Ala Arg Tyr He Arg lie Ser Pro Thr Arg Ala Tyr 
130 135 

Asn Arg Pro Thr Leu Arg Leu Glu Leu Gin Gly cys 

1 AC 150 J -- > J 



145 

<210> 5 

<211> 150 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 



<400> 5 

Lys cys Gin Thr Pro Leu Gly Met Ala Ser Gly His He Arg Asp Phe 
Gin He Thr Ala ser Gly Gin Tyr Gly Gin Trp Ala Pro L^s Leu Ala 



20 



Arg Leu His Tyr ser Gly ser lie Asn Ala Trp ser Thr Lys Glu Pro 

Phe ser Trp He Lys Val Asp Leu Leu Ala Pro Met He He His Gly 
50 55 ou 

lie Lys Thr Gin Gly Ala Arg Gin Lys Phe Ser Ser Leu Tyr He Ser 
65 . 70 75 
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Gin Phe He He Met Tyr ser Leu Asp Gly Lys Lys Trp Gin Thr Tyr 
85 90 95 

Arg Gly Asn Ser Thr Gly Thr Leu Met val Phe Phe Gly Asn val Asp 

ser ser Gly lie Lys His Asn lie Phe Asn Pro Pro lie lie Ala Arg 
115 120 125 

Tyr lie Arg Leu His Pro Thr His Tyr ser lie Arg Ser Thr Leu Arq 
130 135 140 M 

Met Glu Leu Met Gly cys 
145 150 

<210> 6 

<211> 150 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> Polypeptide const ruit sur la base de C1F8-S0 

<400> 6 

Lys cys Gin Thr pro Met Gly Leu Ala ser Gly His lie Arg Asp Phe 
1 5 10 15 

Gin lie Thr Ala ser Gly Gin Tyr Gly Gin Trp Ala Pro Lys Leu Ala 
20 25 30 

Arg Leu His Tyr Ser Gly ser lie Asn Ala Trp Ser Thr Lys Glu Pro 
35 40 45 

Phe Ser Trp Leu Lys He Asp Leu Leu Ala Pro Met He He His Gly 
50 55 60 

lie Lys Thr Gin Gly Ala Arg Gin Lys Phe Ser ser Leu Tyr lie Ser 
65 70 75 80 

Gin Tyr lie lie Met Tyr ser Leu Asp Gly Lys Lys Trp Gin Thr Tyr 
85 90 95 

Arg Gly Asn Ser Thr Gly Thr Leu Met val Phe Phe Gly Asn Val Asp 
100 105 no 

Ser Ser Gly lie Lys His Asn lie Phe Asn Pro Pro He He Ala Arq 
115 120 125 



• „ rv,n ui* Tvr ser He Arg Ser Thr Leu Arg 
Tyr He Arg Leu His Pro Thr ms Tyr ser 

130 135 



Met Glu Leu Met Gly cys 
145 150 

<210> 7 

<211> 150 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 



<220> 

Polypeptide construit sur la base de C1F8-S0 



<223> 
<400> 7 



Ly s cys Gin Thr Pro Met sly Leu Ala ser Gly His He Arg «p Phe 

1 5 

Gin He Thr Ala ser Gly Gin Tyr Gly Gin Trp Ala Pro Lys Leu Ala 
20 " 



A rg Leu His Tyr ser Gly ser lie Asn Ala Trp ser Thr Lys Glu Pro 
35 ^ u 

Phe ser Trp lie Lys val Asp Leu Leu Ala Pro gt He He His Gly 

50 55 
val Lys Thr Gin Gly Ala Arg Gin Lys Phe ser ser Leu Tyr He ger 



65 70 

G ln Phe lie He Met Tyr ser Leu Asp G^y Lys Lys Trp Gin Thr Tyr 
85 

Arg T yr Asn ser Thr Gly Thr Leu Met val Phe Phe Gly Asn val Asp 

ser ser Gly lie Lys His Asn lie Phe Asn Pro Pro Leu He Ala Arg 
115 120 

Tyr He Arg Leu His Pro Thr His Tyr Ser He jpj Ser Thr Leu Arg 
130 135 

Met Glu Leu Met Gly cys 
145 150 

<210> 8 
<211> 150 
<212> PRT 
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<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Polypeptide construit sur la base de C1F8-S0 
<400> 8 

Lys Cys Gin Thr Pro Leu Gly Met Ala ser Gly His xle Arg Asp Phe 
1 5 10 15 

Gin lie Thr Ala Ser Gly Gin Tyr Gly Gin Trp Trp Pro Lys Leu Ala 
20 25 30 

Arg Leu His Tyr ser Gly ser lie Asn Ala Trp ser Thr Lys Glu Pro 
35 40 45 

Phe ser Trp Leu Lys lie Asp Leu Leu Ala Pro Met lie lie His Gly 
50 55 60 

lie Lys Thr Gin Gly Ala Arg Gin Lys Phe Ser ser Leu Tyr lie ser 
65 70 ~ 75 80 

Gin Phe lie lie Met Tyr ser Leu Asp Gly Lys Lys Trp Gin Thr Tyr 
85 90 95 

Arg Gly Asn ser Thr Gly Thr Leu Met val Phe Phe Gly Asn val Asp 
100 105 110 

ser Ser Gly lie Lys His Asn lie Phe Asn Pro Pro Leu Leu Ala Arg 
115 120 125 

Tyr lie Arg Leu His Pro Thr His Tyr ser lie Arg ser Thr Leu Arg 
130 135 140 

Met Glu Val Met Gly Cys 
145 150 

<210> 9 

<211> 159 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 



<400> 9 

Cys Ser Thr Pro Leu Gly Met Glu Asn Gly Lys lie Glu Asn Lys Gin 
1 5 10 15 

lie Thr Ala ser Ser Phe Lys Lys ser Trp Trp Gly Asp Tyr Trp Glu 
20 25 30 



Pro Phe Arg Ala Arg Leu Asn Ala Gin Gly Arg val Asn Ala Trp Gin 
35 ^ u 

Al . Lys Ala Asn Asn Asn Lys Gin Trp Leu Glu lie Asp Leu Leu Lys 
50 55 

He Lys Lys He Thr Ala He He Thr Gin Gly cys Lys Ser Leu ser 
65 70 

ser Glu Met Tyr val Lys ser Tyr rhr lie His Tyr ser Glu Gin Gly 
85 

val Glu Trp Lys Pro Tyr Arg Leu Lys ser ser Met val «g Lys lie 

Ph. Gl u Glv Asn Thr Asn Thr Lys Gly His val Lys Asn Phe Phe Asn 

Pro Pro lie lie ser Arg Phe He Arg val He Pro Lys Thr Trp Asn 
130 135 

Gin ser He Thr Leu Arg Leu Glu Leu Phe Gl^ Cys Asp He Tyr 

IAS J--»U 



145 

<210> 10 

<211> 159 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 



<220> 

<223> Polypeptide construit sur la base de C2F5-SO 
<400> 10 

cys ser Thr Pro Leu Gly Met Glu Asn Gly Lys He Glu Asn Lvs Gin 
Ile Thr Ala ser ser Phe Lys Lys ser Trp Trp Gly Asp Tyr Trp Glu 



20 



Pro Phe Arg Ala Arg Leu Asn Ala Gin Gly Arg Val Asn Ala Trp Gin 



Pro Lys Ala Asn Asn Asn Lys Gin Trp Leu Glu val Asp Leu Leu Lys 
50 55 

Ile Lys Lys He Thr Ala val He Thr Gin Gly Cys L ys Ser Leu Ser 
65 70 



i er aepot 



Ser Glu Met ryr V| l Lys Ser p(le ^ g . ^ ^ ^ ^ ^ ^ 

Val G lu Trp jg Pro Phe Arg Leu ^ ^ Mp 

J 110 
«n „. S? Asn Thr As „ Thr ffl sly ^ ^ ^ ^ ^ 

- g. A r 9 xle sen A r S g| Ile Arg val „. pjg Lys ^ ^ 
Oln ser xl. Thr Leu jg Leu Glu Leu Phe m Qys Asp iu 

<210> 11 
<211> 159 
<212> prt 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> Polypeptide construit sur la base de C2F5-S0 
<400> 11 

cys ser Thr Pro , eu Gly Ile G , u Asn ^ iu ^ 

15 

«. Thr *U ser ser P„e Ly s Lys ser Trp Trp Gly Asp ^ Tpp ^ 
p™ rhe ? r 9 Ala Arg Leu Asn AJa ^ a ^ ^ ^ 



45 

Ala Lvs Ala A s„ «„ Asn ^ G1 „ Trp Leu Glu ^ ^ ^ ^ ^ 

g. ^ Ly s val Thr A 1a Val I1e Thr Gln f cys Lys ^ ^ ^ 

° 80 
ser *„ Met Tyr v ?1 Lys ser Phe ^ g . m . s 7yp ^ 

val «„ Trp yg Pro Tyr Arg Leu ^ Mr ^ ^ ^ 

"» «. gj As „ Thr Asn Thr ^ aly yai ^ a ^ ^ ^ 



10 

Pro Pro He lie Ser Arg Phe lie Arg Gin lie Pro Lys Thr Trp Asn 
130 135 140 

Gin Ser lie Thr Leu Arg Leu Glu Leu Tyr Gly Cys Asp lie Tyr 
145 150 155 

<210> 12 

<211> 159 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 



<220> 

<223> Polypeptide construit sur la base de C2F5-SO 
<400> 12 

cys ser Thr Pro Leu Gly lie Glu Asn Gly Lys lie Glu Asn Lys Gin 
1 5 10 15 

lie Thr Ala Ser Ser Phe Lys Lys Ser Trp Trp Gly Asp Tyr Trp Glu 
20 25 30 

Pro Phe Arg Leu Arg Leu Asn Ala Gin Gly Arg Val Asn Ala Trp Gin 
35 40 45 

Ala Lys Ala Asn Asn Asn Lys Gin Trp Ala Glu Met Asp Leu Leu Lys 
50 55 60 

lie Lys Lys He Thr Ala He lie Thr Gin Gly cys Lys ser Leu ser 
65 70 ,75 80 

ser Glu Met Tyr val Lys ser Tyr Thr lie His Tyr Ser Glu Gin Gly 
85 90 95 

Val Glu Trp Lys Pro Tyr Arg Leu Lys ser Ser Met val Asp Lys He 
100 105 110 

Phe Glu Gly Asn Thr Asn Thr Lys Gly His val Lys Asn Phe Phe Asn 
115 120 125 

Pro Pro He lie Thr Arg Phe He Arg val lie Pro Lys Thr Trp Asn 
130 135 * 140 

Gin ser He Thr lie Arg Leu Glu Leu Phe Gly Cys Asp lie Tyr 
145 150 155 

<210> 13 
<211> 153 
<212> PRT 
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<213> homo sapiens 
<400> 13 

cys Ser Met Pro Leu Gly Met Glu Ser Lys Ala lie Ser Asp Ala Gin 
1 5 10 15 

lie Thr Ala ser Ser Tyr Phe Thr Asn Met Phe Ala Thr Trp Ser Pro 
20 25 30 

Ser Lys Ala Arg Leu His Leu Gin Gly Arg Ser Asn Ala Trp Arg Pro 
35 ~ 40 45 

Gin val Asn Asn Pro Lys Glu Trp Leu Gin val Asp Phe Gin Lys Thr 
50 55 60 

Met Lys Val Thr Gly val Thr Thr Gin Gly val Lys ser Leu Leu Thr 
65 70 75 80 

Ser Met Tyr val Lys Glu Phe Leu lie ser ser Ser Gin Asp Gly His 
85 90 95 

Gin Trp Thr Leu Phe Phe Gin Asn Gly Lys val Lys Val Phe Gin Gly 
100 105 110 

Asn Gin Asp ser Phe Thr Pro Val val Asn Ser Leu Asp Pro Pro Leu 
115 120 125 

Leu Thr Arg Tyr Leu Arg lie His Pro Gin Ser Trp Val His Gin lie 
130 135 140 

Ala Leu Arg Met Glu val Leu Gly cys 
145 150 

<210> 14 

<211> 153 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Polypeptide construit sur la base de C2F8-S0 
<400> 14 

Cys ser Met pro Leu Gly Met Glu ser Lys Ala lie ser Asp Ala Gin 
1 5 10 15 

lie Thr Ala Ser Ser Tyr Phe Thr Asn Met Phe Ala Thr Trp ser Pro 
20 25 30 



12 



ser Lys Ala Arg Leu His Leu Gin Gly Arg ser Asn Ala Trp Arg Ala 



35 



Gin Val Asn Asn Pro Lys Glu Trp Leu Gin He Asp Leu Gin Lys Thr 
50 55 OU 

Met Lys He Thr Gly lie Thr Thr Gin Gly val Lys ser Leu Leu Thr 
65 70 . 

ser Met Tyr Val l^s Glu Tyr Leu He ser ser ser Gin Asp Gly His 
Gin Trp Thr Leu Phe Tyr Gin Asn Gly^ Lys Val Lys val Phe Gin Gly 



100 



Asn Gin Asp ser Phe Thr Pro val val Asn ser Leu Asp Pro Phe Leu 

Leu Thr Arg Tyr Leu Arg lie His Pro Val ser Trp val His Gin He 
130 135 

Ala Leu Arg Met Glu val Leu Gly cys 
145 150 

<210> 15 

<211> 153 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 



<220> 

<223> polypeptide construit sur la base de C2F8-S0 
<400> 15 

cys ser Met Pro Leu Gly Met Glu Ser Lys Ala He Ser Asp Ala Gin 
1 5 iU 

lie Thr Ala Ser ser Tyr Lys Thr Asn Met Phe Ala Thr Trp Ser Pro 
20 25 

ser Lys Ala Arg Leu His Leu Gin Gly Arg Ser Asn Ala Trp Arg Ala 
35 40 

Gin val Asn Asn Pro Lys Gin Tr P Leu Gin Val Asp Phe Gin Lys Thr 
50 55 

Met Lys val Thr Gly val Thr Thr Gin Gly Val Lys ser Leu Leu Thr 
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ser wet Tyr Val ■ Lys Glu Phe Leu He Ser ser ser Gin Asp Gly His 
* b 90 95 

Gin Trp Thr Leu Phe Phe Gin Asn Gly Lys Val Lys val Phe Gin Gly 
xou 105 no 

Phe Gin Asp ser Phe Thr Pro Val Val Asn ser Leu Asp Pro Pro Leu 
AA:> 120 125 

Leu Thr lie Tyr Leu Arg lie His Pro Gin ser Trp val His Gin He 
JU 135 140 

Ala Leu Arg Met Glu val Leu Glu cys 
145 150 ' 

<210> 16 

<211> 153 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Polypeptide construit sur la base de C2F8-S0 
<400> 16 

Cys Ser Met Pro Leu Gly Met Glu ser Lys Ala lie ser Asp Ala Gin 
* 10 15 

lie Thr Ala |er ser Tyr Lys Thr Asn Met Phe Ala Thr Trp ser Pro 

ser Lys Ala Arg Leu His Leu Gin Gly Arg Ser Asn Ala Trp Arg Pro 

Gin val Asn Asn Pro Lys Glu Trp Leu Gin Val Asp Phe Gin Lys Thr 

60 

Met Lys val Thr Gly Val Thr Thr Gin Gly Val Lys ser Leu Leu Thr 

'° 75 80 

Ser Met Tyr val Lys Glu Tyr Leu He ser ser ser Gin Asp Gly His 
65 90 95 

Gin Trp Thr Leu Phe Tyr Gin Asn Gly Lys val Lys val Phe Gin Gly 
Asn Gin Asp ser Phe Thr Pro val Val Asn ser Leu Asp Pro Phe Leu 



14 

Leu Thr Arg Tyr Leu Arg He His Pro Gin ser Trp val His Gin lie 
130 135 140 



Ala Leu Arg Met Glu val Leu Glu cys 
145 " 150 

<210> 17 

<211> 86 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 

<400> 17 

Thr Lys Ala ser Cys Lys val pro val Lys Lys Ala Thr val val Tyr 
1 5 10 15 

Gin Gly Glu Arg Val Lys lie Gin Glu Lys Phe Lys Asn Gly Met Leu 
20 25 30 

His Gly Asp Lys Val Ser Phe Phe Cys Lys Asn Lys Glu Lys Lys cys 
35 40 45 

ser Tyr Thr Glu Asp Ala Gin Cys lie Asp Gly Thr lie Glu Val Pro 
50 55 60 

Lys cys Phe Lys Glu His ser ser Leu Ala Phe Trp Lys Thr Asp Ala 
65 70 75 80 

Ser Asp Val Lys Pro Cys 
85 

<210> 18 

<211> 86 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 

<220> 

<221> MISC—FEATURE 

<222> (2) . . (2) 

<223> Xaa est Lys, Asp, ou Glu 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (16) . . (16) 



<223> xaa est Tyr ou Phe 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (17) . . (17) 

<223> xaa est Glu ou Gin 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (22) . . (22) 

<223> xaa est Lys ou Arg 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (28) . . (28) 

<223> xaa est Lys, ou Arg 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (42) . . (42) 

<223> xaa est Lys, ou Arg 

<220> 

<221> MISCFEATURE 

<222> (44) . . (44) 

<223> xaa est Lys, ou Arg 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (46) . . (46) 

<223> xaa est Lys, ou Arg 



<220> 

<221> MISCFEATURE 



<222> (47).. (47) 

<223> xaa est Lys, ou Arg 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (68) . . (68) 

<223> xaa est Lys, ou Arg 

<220> 

<221> MISCL.FEATURE 

<222> (77) . . (77) 

<223> xaa est Lys, ou Arg 

<220> 

<221> MISC—FEATURE 

<222> (84) . . C84) 

<223> Xaa est Lys, ou Arg 

<220> 

<222> MISC_FEATURE 

<222> (49) . . (49) 

<223> Xaa est Ser ou Thr 

<220> 

<221> MISC_F E ATU RE 

<222> (72) . . (72) 

<223> Xaa est ser, Thr ou Met 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (7) . . (7) 

<223> xaa est Leu, val ou He 
<220> 

<221> MI SC_F EATU R E 
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<222> (12).. (12) 

<223> xaa est Ala ou Met 



<220> 

<221> MISQ.FEATURE 

<222> (14) . . (14) 

<223> xaa est val , He, ou Thr 

<220> 

<221> MI SC_ FEATURE 

<222> (15) . . (15) 

<223> xaa est val, n e , ou Thr 

<220> 

<221> MISCFEATURE 

<222> (21) . . (21) 

<223> xaa est Val, il e , ou Thr 

<220> 

<221> MISC.FEATURE 

<222> (23).. (23) 

<223> xaa est val , n e , ou Thr 

<220> 

<221> MISQ_FEATURE 

<222> (37) . . (37) 

<223> xaa est val, He, OU Thr 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (27) . . (27) 

<223> xaa est Phe ou Tyr 



<220> 



I 
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<221> MISC_FEATURE 

<222> (40) . . (40) 

<223> Xaa est Phe ou Tyr 

<220> 

<221> MISC-FEATURE 

<222> (54) . . C54) 

<223> Xaa est Ala, val ou lie 

<220> 

<221> MISC-FEATURE 

<222> C61) . . (61) 

<223> Xaa est lie., val , ou Met 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> C67) . . C67) 

<223> Xaa est Phe ou Tyr 

<220> 

<221> MISCL.FEATURE 

<222> (73) . . (73) 

<223> xaa est Leu, lie, Phe, Tyr, Met, ou Trp 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (74) . . (74) 

<223> Xaa est Leu, He, Phe, Tyr, Met, ou Trp 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (75) . . (75) 

<223> xaa est Leu, He, Phe, Tyr, Met, ou Trp 



<220> 



1er ctep6t 
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<221> MISC_FEATURE 

<222> (76) . . (76) 

<223> Xaa est Leu, lie, Phe, Tyr, Met, ou Trp 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (9) . . (9) 

<223> xaa est Val, lie ou Thr 
<220> 

<221> MISCL.FEATURE 

<222> (11) . . (11) 

<223> xaa est Lys, ou Arg 

<400> 18 

Thr xaa Ala ser cys Lys xaa Pro xaa Lys xaa Xaa Thr xaa xaa xaa 
1 5 io 15 

xaa Gly Glu Arg xaa Xaa xaa Gin Glu Lys xaa Xaa Asn Gly Met Leu 
20 25 30 

His Gly Asp Lys Xaa ser phe Xaa Cys xaa Asn xaa Glu Xaa Xaa cvs 
35 40 45 

Xaa Tyr Thr Glu Asp Xaa Gin cys lie Asp Gly Thr Xaa Glu val Pro 
5P 55 60 

Lys Cys xaa Xaa Glu His ser xaa xaa Xaa xaa xaa xaa Thr Asp Ala 
65 70 75 80 

ser Asp val xaa Pro cys 
85 

<210> 19 
<211> 86 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Polypeptide derive du domaine 5 des beta2glycoproeines I 
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<400> 19 

Thr Glu Ala ser Cys Lys val Pro val Lys Arg Ala Thr Val Val Tyr 
1 5 10 15 

Glu Gly Glu Arg Vjal Arg lie Gin Glu Lys Phe Lys Asn Gly Met Leu 
20 25 30 

His Gly Asp Lys Val Ser Phe Phe Cys Arg Asn Arg Glu Arg Arg Cys 
35 40 45 

Ser Tyr Thr Glu Asp Ala Gin cys lie Asp Gly Thr lie Glu val Pro 
50 55 60 

Lys Cys Tyr Arg Glu His ser Met Leu Thr Trp Trp Arg Thr Asp Ala 
65 70 75 80 

ser Asp val Lys Pro Cys 
85 

<210> 20 
<211> 86 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Polypeptide derive du domaine 5 des beta2glycoproeines I 
<400> 20 

Thr Glu Ala ser Cys Lys Leu Pro Thr Lys Arg Met Thr val val Tyr 
1 5 10 15 

Glu Gly Glu Arg Val Arg lie Gin Glu Lys Phe Lys Asn Gly Met Leu 
20 25 30 

His Gly Asp Lys lie Ser Phe Phe Cys Arg Asn Arg Glu Arg Arg cys 
35 40 45 

Ser Tyr Thr Glu Asp Ala Gin Cys lie Asp Gly Thr lie Glu Val Pro 
50 55 60 

Lys cys Tyr Arg Glu His Ser Met lie Thr Trp Trp Arg Thr Asp Ala 
65 70 .75 80 

ser Asp val Lys Pro Cys 
85 

<210> 21 
<211> 86 



1er depot 
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<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Polypeptide derive du domaine 5 des beta2glycoproeines I 
<400> 21 

Thr Lys Ala ser cys Lys val pro Thr Lys Lys Met Thr val val Tyr 
1 5 10 15 

Gin Gly Glu Arg Val Lys lie Gin Glu Lys Phe Lys Asn Gly Met Leu 
20 25 30 

His Gly Asp Lys lie Ser Phe Phe cys Lys Asn Lys Glu Lys Lys Cys 
35 40 45 

Ser Tyr Thr Glu Asp Ala Gin cys lie Asp Gly Thr He Glu val Pro 
50 55 60 

Lys cys Tyr Lys Glu His ser ser Leu Ala Trp Trp Lys Thr Asp Ala 
65 70 75 80 

Ser Asp Val Lys Pro cys 
85 

<210> 22 
<211> 86 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Polypeptide derive du domaine 5 des beta2glycopro6ines I 
<400> 22 

Thr Lys Ala ser Cys Lys Val Pro Thr Lys Lys Met Thr val val Tyr 
1 5 10 15 

Gin Gly Glu Arg val Lys He Gin Glu Lys Phe Lys Asn Gly Met Leu 

His Gly Asp Lys He Ser Phe Phe Cys Lys Asn Lys Glu Lys Lys Cys 
35 40 45 

Ser Tyr Thr Glu Asp Ala Gin Cys lie Asp Gly Thr lie Glu val Pro 

55 60 
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Lys Cys Tyr Lys Glu His Ser ser Leu Ala Phe Trp Lys Thr Asp Ala 
65 70 75 80 

Ser Asp Val Lys Pro Cys 
85 

<210> 23 
<211> 75 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> sequence derivee d'une annexine humaine 
<400> 23 

Gly Phe Asp Glu Arg Ala Asp Val Glu Thr Leu Arg Lys Ala Met Lys 
1 5 10 15 

Gly Leu Gly Thr Asp Glu Glu ser lie Leu Thr Leu Leu Thr ser Arg 
20 25 30 

ser Asn Ala Gin Arg Gin Glu He ser Ala Ala Tyr Lys Thr Leu Phe 
35 40 45 

Gly Arg Asp Leu Leu Asp Asp Leu Lys ser Glu Leu Thr Gly Lys Phe 
50 55 60 

Glu Lys Leu val Val Ala Leu Leu Lys Pro Ser 
65 70 75 

<210> 24 

<211> 75 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> sequence derivee d'una annexine humaine 
<400> 24 

Asn Phe Asp Ala Glu Arg Asp Ala Leu Asn lie Arg Lys Ala lie Lys 
1 5 10 15 

Gly Met Gly Thr Asp Glu Asp Thr He Val Gin lie Leu Thr Asn Arg 
20 25 30 

Ser Asn Ala Gin Arg Gin Asp lie Ala Phe Ala Tyr Gin Arg Arg Thr 



1er depot 



35 40 . 23 45 

Lys Arg Glu Leu Ala Ser Asp Leu Lys ser Glu Leu ser Gly His Leu 
50 55 60 

Glu Arg val He Leu Gly Leu Leu Lys Thr Ser 
65 70 75 

<210> 25 

<211> 75 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> sequence derivee d'une annexine humaine 
<400> 25 

Asp Phe Ser Pro Ser val Asp Ala Glu Ala lie Arg Lys Ala lie Lys 
1 5 10 15 

Gly He Gly Thr Asp Glu Asp Met Leu lie ser He Leu Thr Glu Arg 
20 25 30 

Ser Asn Ala Gin Arg Gin Leu lie val Lys Glu Tyr Gin Ala Ala Tyr 
35 40 45 3 

Gly Arg Glu Leu Lys Asp Asp Leu Lys ser Glu Leu ser Gly His Phe 
50 55 60 

Glu Arg Leu Met Val Ala Leu Val Thr Pro ser 
65 70 75 

<210> 26 

<211> 75 

<212> prt 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> sequence derivee d'une annexine humaine 
<400> 26 

Gly phe Asn Ala Met Glu Asp val Gin Thr Leu Arg Lys Ala Met Lys 
x 5 10 15 

Gly Leu Gly Thr Asp Glu Asp Ala Leu He ser Val Leu Ala Tyr Arq 
20 25 30 
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Asn Thr Ala Gin Arg Gin Glu lie Arg Thr Ala Tyr Arg Ser Thr lie 
35 40 45 

Glv Arq asp Leu lie Asp Asp Leu Lys Ser Glu Leu Ser Gly Asn Phe 
50 55 60 

Glu Arg val lie Val Gly Met Leu Thr Pro ser 
65 70 75 

<210> 27 

<211> 75 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> sequence derivee d'une annexine humaine 
<400> 27 

Gly Phe Asp Pro Asn Gin Asp Ala Glu Thr Leu Arg Thr Ala Met Lys 
1 5 10 15 

Gly Phe Gly Thr Asp Glu Glu Ala lie Leu Asp lie lie Thr Ser Arg 
20 25 30 

ser Asn Arg Gin Arg Gin Glu val Ser Gin Ser Tyr Lys Ser Leu Tyr 
35 40 45 

Gly Arg Asp Leu lie Ala Asp Leu Lys Ser Glu Leu Thr Gly Lys Phe 
50 55 60 

Glu Arg Leu He val Gly Leu Met Arg Pro Ser 
65 70 75 

<210> 28 

<211> 75 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> sequence derivee d'une annexine humaine 
<400> 28 

Gly Phe Asn Pro Asp Gin Asp Ala Gin Ala Leu Arg Lys Ala Met Lys 
1 ' 5 . 10 15 



1er depot 
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Gly Leu Gly Thr Asp Glu Asp Thr ile lie Asp He lie Ala His Arg 
20 25 30 

Ser Asn val Gin Arg Gin Glu He Arg Gin Ala Phe Lys ser His Phe 
35 40 45 

Gly Arg Glu Leu Met Thr Asp Leu Lys Ser Glu lie Ser Gly Asp Leu 
50 55 60 

Glu Arg Leu He Leu Gly Leu Met Met Pro ser 
65 70 75 

<210> 29 

<211> 75 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 



<220> 

<223> sequence derivee d'une annexine humaine 
<400> 29 

Pro Gly Asp Ala lie Lys Asp Val Glu lie Leu Arg Lys Ala Met Lys 
1 5 io 15 

Gly Phe Gly Thr Asp Glu Asp Ala lie Val Asp He val Ala Asn Arg 
20 25 30 

ser Asn Asp Gin Arg Gin Lys lie Lys Ala Ala Phe Lys Thr ser Tyr 
35 40 45 

Gly Arg Asp Leu He Lys Asp Leu Lys Ser Glu Leu ser Gly Asn Leu 
50 55 60 

Glu Arg Leu lie Leu Ala Leu phe Met Pro ser 
65 70 75 

<210> 30 

<211> 75 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 



<220> 

<223> sequence derivee d'une annexine humaine 
<400> 30 
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His Phe Asn Pro Asp Pro Asp val Ala Ala Leu Arg Lys Ala Met Lys 
15 10 15 

Gly lie Gly Thr Asp Glu Asp Ala lie He Asp lie Leu Thr Ser Arg 
20 25 30 

ser Asn Thr Gin Arg Gin Glu lie Ala Glu Ser Phe Lys Ala Gin Phe 
35 " 40 45 

Gly Arg Asp Leu Thr Glu Asp Leu Lys Ser Glu Leu ser Gly Lys Leu 
50 55 60 

Glu Arg Leu lie Val Ala Leu Met Tyr Pro Ser 
65 70 75 

<210> 31 

<211> 75 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> sequence derivee d'uhe annexine humaine 
<400> 31 

Gly Phe Asp Pro Leu Arg Asp Ala Glu Ala Leu Arg Lys Ala Met Lys 
15 10 15 

Gly Phe Gly Thr Asp Glu Asp Ala lie lie Asp Leu Leu Gly Ser Arg 
20 25 . 30 

Ser Asn Lys Gin Arg Gin Gin lie Leu Leu ser Phe Lys Thr Ala Tyr 
35 40 45 

Gly Arg Asp Leu lie Lys Asp Leu Lys Ser Glu Leu ser Gly Asn Phe 
50 55 60 

Glu Arg Thr He Leu Ala Leu Met Lys Thr ser 
65 70 75 

<210> 32 

<211> 75 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> sequence derivee d'une annexine humaine 



1er dep6t 
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<400> 32 

Gly Phe Asp val Asp Arg Asp Ala Lys Ala Leu Arg Lys Ala Met Lys 
1 5 io 15 

Gly Met Gly Thr Asp Glu Asp Ala lie lie Glu lie Leu Thr ser Ara 
20 25 30 

Thr ser Asp Glu Arg Gin Glu He Lys Gin Lys Tyr Lys Ala Thr Tyr 
35 40 45 

Gly Arg Glu Leu Glu Glu Asp Leu Lys Ser Glu Leu ser Gly Asn Phe 
50 55 60 

Glu Lys val Ala Leu Ala Leu Leu Asp Thr ser 
65 70 75 

*210> 33 

<211> 31 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 

<400> 33 

Ala Met val ser Glu Phe Leu Lys Gin Ala Trp Phe lie Glu Asn Glu 
5 io 15 

Glu Gin Glu Tyr Val Gin Thr Val Lys Ser ser Lys Gly Gly Pro 
20 25 30 

<210> 34 
<211> 31 
<212> prt 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> peptide derive du segment N-terminal de Vannexine I 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (7) . . (7) 

<223> xaa est Leu ou lie 

<220> 



<221> 
<222> 
<223> 



MISCL.FEATURE 
(8).. (8) 

xaa est Lys oy Asn 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (11) • ■ CH) 

<223> Xaa est Trp, Tyr ou Cys 

<220> 

<221> MISCL-FEATURE 

<222> (12) . . (12) 

<223> xaa est Tyr ou Phe 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (13) . . (13) 

<223> Xaa est lie, Leu ou Met 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (14) . . (14) 

<223> Xaa est Asp ou Glu 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (16) . . (16) 

<223> Xaa est Glu, Gin, ou Leu 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (19) . . (19) 

<223> xaa est Glu, ou Asp 



<220> 



• cm uepox 
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<221> MI S C_F EATUR E 

<222> (20) . . (20) 

<223> xaa est Tyr ou Cys 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (21).. (21) 

<223> xaa est val ou He 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (22).. (22) 

<223> xaa est Gin, Lys, Asn, ou Glu 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (23) . . (23) 

<223> xaa est Thr, ser, cys, Ala 

<220> 

<221> MI SCL.FE ATURE 

<222> (24) . . (24) 

<223> xaa est val Thr ou ser 

<220> 

<221> MISCL.FEATURE 

<222> (25).. (25) 

<223> xaa est Lys ou Gin 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (26) . . (26) 

<223> xaa est Ser, Thr, cys, ou Gly 
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<220> 

<221>= MISC_F6ATURE 

<222> (27) . . (27) 

<223> Xaa est Ser, Tyr, Val , Gly 

<220> 

<221> MISC—FEATURE 

<222> (28) . . (28) 

<223> Xaa est Lys, His, Ser, ou Pro 
<220> 

<221> MISCFEATURE 

<222> (29).. (29) 

<223> Xaa est Gly ou val 

<220> 

<221> MISC—FEATURE 

<222> (30).. (30) 

<223> xaa est Gly ou Val 

<400> 34 

Ala Met Val ser Glu Phe xaa Xaa Gin Ala xaa xaa xaa xaa Asn xaa 
15 10 15 

Glu Gin xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa Xaa Xaa Xaa Pro 
20 25 30 

<210> 35 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 

<400> 35 

Glu Asn Glu Glu Gin Glu Tyr val Gin Thr Val Lys Ser Ser Lys Gly 
15 10 15 



Gly Pro 



1er depot 
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<210> 36 
<211> 62 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> inhibiteur de TNFRl derive de CRDl 
<400> 36 

Asp Ser val cys Pro Gin Gly Lys Tyr He His Pro Gin Asn Asn Ser 
x 5 10 15 

He Cys cys Thr Lys cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Tyr Asn Asp cys 
20 25 30 

Pro Gly Pro Gly Gin Asp Thr Asp cys Arg Glu Cys Glu Ser Gly ser 
35 40 45 

Phe Thr Ala ser Glu Asn His Leu Arg His cys Leu ser ser 
50 55 60 

<210> 37 
<211> 60 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> Inhibiteur de TNFR2 derive de CRDl 
<400> 37 

Pro Gly Thr cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gin Thr Ala Gin Met 
15 10 15 

cys Cys ser Lys Cys ser pro Gly Gin His Ala Lys val Phe Cys Thr 
2( > 25 30 

Lys Thr Ser Asp Thr val cys Asp Ser Cys Glu Asp ser Thr Tyr Thr 
35 40 45 

Gin Leu Trp Asn Trp val Pro Glu cys Leu Ser ser 
50 55 60 

<210> 38 
<211> 12 



<212> 
<213> 



PRT 

Sequence artificielle 
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<220> 

<223> lien clivable 
<220> 

<221> SITE 

<222> C6) . . (7) 

<223> Site de clivage 



<400> 38 

ser Pro Leu Ala Gin Ala val Arg Ser ser ser Arg 
15 10 

<210> 39 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> lien clivable 
<220> 

<221> SITE 

<222> C5) . . (6) 

<223> site de clivage 

<400> 39 

Pro Leu Ala Gin Ala val Arg ser ser ser 
1 5 10 

<210> 40 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> lien clivable 



• ei uepot 
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<220> 

<221> SITE 

<222> C4) . . (5) 

<223> site de clivage 

<400> 40 

Leu Ala Gin Ala Val Arg ser ser 

<210> 41 

<211> 6 

<212> pr T 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> lien clivable 
<220> 

<221> SITE 

<222> C3)..(4) 

<223> site de clivage 

<400> 41 

Ala Gin Ala val Arg ser 
1 5 

<210> 42 

<211> 4 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> lien clivable 
<220> 

<221> SITE 

<222> C2) . . C3) 

<223> site de clivage 



<400>- 42 

Gin Ala val Arg 
1 

<210> 43 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> lien clivable 
<220> 

<221> SITE 

<222> C5) . . (6) 

<223> site de clivage 

<400> 43 

Pro Leu Ala Gin Ala Val Arg Ser 
1 5 

<210> 44 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> lien clivable 
<220> 

<221> SITE 

<222> C3) . . (4) 

<223> site de clivage 

<400> 44 

Ala Gin Ala Val Arg Ser Ser 
1 5 

<210> 45 
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<211> 56 
<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> oligonucleotide NTAlc+ 
<400> 45 

cgaaaacgaa gaacaggaat acgttcagac cgttaaatct tctaaaggtg gtccgg 
<210> 46 
<211> 64 
<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> oligonucleotide NTAlc- 
<400> 46 

gatcccggac cacctttaga agatttaacg gtctgaacgt attcctgttc ttcgttttcg 

ggcc 

<210> 47 
<211> 95 
<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> oligonucleotide NTA11+ 
<400> 47 

cgctatggtt tctgaattcc tgaaacaggc ttggttcatc gaaaacgaag aacaggaata 
cgttcagacc gttaaatctt ctaaaggtgg tccgg 

<210> 48 

<211> 103 

<212> DNA 

<213> sequence artificielle 



<220> 



<223> oligonucleotide NTAll - 
<400> 48 

gatcccggac cacctttaga agatttaacg 
atgaaccaag cctgtttcag gaattcagaa 

<210> 49 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> oligonucleotide Ban II + 

<400> 49 

gcgctgttag cgggtccatt aagttctgtc 

<210> 50 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> oligonucleotide Ban II - 

<400> 50 

gacagaactt aatggacccg ctaacagcgc 
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gtctgaacgt attcctgttc ttcgttttcg 
accatagcgg gcc 
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